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Uber die Rolle der gallensauren Salze 
bei der fermentativen Cholesterinestersynthese. 


Von 


S. W. Nedswedski. 


(Aus dem Laboratorium fiir anorganische Chemie des I. Medizin, Instituts in Leningrad.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Februar 1936.) 


Wie ‘ich schon in meiner vorhergehenden Arbeit?!) berichten 
konnte, geht bei der EKinwirkung der Pankreaslipase auf die 
Kolloidlésung des Cholesterins und héherer Fettsiuren (Palmitin-, 
Stearin- und Oleinsiiure) die Cholesterinestersynthese nur in 
Gegenwart von gallensauren Salzen vor sich. Im folgenden wird 
iiber Versuche berichtet, die zeigen, da in wiBriger Lésung die 
Gallensiiuresalze die Lipase stabilisieren. 

Methodisches. Bereitung der Kolloidlésung und Isolierung der Ester 
wie bei '), Jede Probe besteht aus 30 ccm Kolloidlésung mit 0,5 g Chole- 


sterin und einer iiquivalenten Menge Fettsiiure. Zu allen Versuchen wurde 
nur glykocholsaures Natrium verwendet, da die anderen Gallensiuren 


analog wirken. 

Nach Willstitter?) ist die vom Cholesterin adsorbierte 
Lipase anfangs gehemmt, jedoch nicht zerstért; sie kann bei der 
Auflésung des Cholesterins in Benzol wieder aktiv zuriickerhalten 
werden. Die Resistenz der Lipase in einem derartigen Komplex 
wurde in folgenden Ansiitzen bestimmt: 

1. Cholesterin, Fettsiure, 0,75 g Pankreaspulver, 0,7 ccm Toluol bei 
37°, nach 24 Stunden Zugabe von 0,35 g glykocholsaurem Na; 10 weitere 
Tage bei 37°. 

2. Kontrollversuch, alle Reaktionsteilnehmer von Anfang an zusammen- 
gegeben, 


1) Nedswedski, Diese Z. 236, 69 (1935). 
2) Willstatter u. Waldschmidt-Leitz, Diese Z. 125, 132 (1923). 
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Bei Abwesenheit von glykocholsaurem Na wird die Lipase 
schon nach 24 Stunden vollstindig zerstért; spiter zugegebenes 


Salz wirkt nicht mehr. 


Auch in wiBriger Lésung werden also 


gallensaure Salze Lipase stabilisieren. Folgende Ansitze suchten 
die Annahme zu stiitzen: 


Von Pankreaspulver wurde nach Willstaitter binnen 4 Stunden extra- 
hiert: 1. 1g mit 16 cem Wasser, 2. 1g mit 16 ccm einer Lésung von 
Die Filtrate wurden bei Zimmertemperatur 
Cholesterin, Fettsiure, 12 ccm Filtrat, 
Die Proben, die den wia8rigen Enzym- 


0,55 g glykocholsaurem Na. 
mit 0,3 ecem Toluol aufbewahrt. 
0,5 cem Toluol 10 Tage bei 37°. 


auszug enthielten, bekamen noch 0,35 g glykocholsaures Na. 


Gleichzeitig wurde ein Kontrollversuch mit 0,75 g Pankreaspulver, 


0,85 g glykocholsaurem Na und 0,8 ccm Toluol angestellt. 
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Tabelle LI. 
be a * ____ Cholesterinester erhalten mit : 
$43 8 & &|——___ ——- —- -- 
Enzymauszug gta =o Palmitinsiure | Stearinsiure |  Oleinsdure 
— \ | 7 
Soeka& | Schmp. Schmp. | Schm 
NU 2 3 "1 ei % | . ? | gE | “lo ° ? | *lo “% 
Wi8riger . .| 24 Stdn 9109; — |9 18 -- 0 | 0 
Lésung von | 
glykoch. Na] 24 ,, {0,5 |61,8] 78 (0,52/61,5| 81-82 /0,51/60,7| 46 ) 
Lésung von | 
glykoch. Na} 10 Tage |0,48/59,3; 78 (0,46/54,1) 81-82 |0,48/57,1| 46 
Kontrollver- | | 
versuch . se 0,51 |63,1| 78-79 |0,54/63,5; 81-82 |0,56/66,6| 46 


Die Lipase ist also in wiBriger Lésung schon nach 24 Stdn. 
ginzlich zerstért gewesen. In einer Lésung von glykocholsaurem 


Na halt sie sich sogar 10 Tage lang fast vollstindig unverdndert. 
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Gewinnung von Dihydropyrophidophorbid a 
und Pyrophaophorbid b aus Schafkot’). 


Von 


Hans Fischer und Friedrich Stadler. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Februar 1936.) 


Aus Schafkot wurden friiher*) auBer Phylloerythrin 4 Probo- 
phorbide isoliert, deren Konstitution unklar geblieben ist, wahrend 
Chlorophyll b nicht beobachtet werden konnte. Neue Arbeiten 
von Paul Rothemund®), die sich ebenfalls mit dem Schicksal 
des Chlorophylls im Magen-Darmkanal beschaftigten, ergaben 
bereits einen weitgehenden Abbau im 3. und 4, Magen. Sie 
konnten die weit abgebauten Porphyrine Phylloerythrin, Phyllo-, 
Rhodo- und Pyrroporphyrin, sowie Phiopurpurin 18 isolieren, 
letzteres ein Zeichen, daB im Magen offensichtlich hydrolytisch- 
oxydative Prozesse eine Rolle spielen. Die Autoren fanden ferner 
Phiophorbid a und Phiophytin und stellten Probophorbide in 
Schafmigen spektroskopisch fest, ohne sie jedoch isolieren zu 
kénnen. Chlorophyll b und seine Abbauprodukte beobachteten 
sie nicht. 

Die Konstitutionsaufklirung der Probophorbide hatte einen 
besonderen Reiz, nachdem ihre nahe Verwandtschaft zum Phyllo- 
erythrin eindeutig festgestellt werden konnte, wenigstens bei den 
Probophorbiden a, c und d, waihrend b in Anbetracht seines héheren 
Sauerstoffgehalts wahrscheinlich ein Gemisch war. Mit dieser 
Auffassung stimmt auch der Jodwasserstoffabbau iiberein, der 
Chloroporphyrin e, und Phylloerythrin ergab. 

Diese Untersuchungen haben wir von neuem aufgenommen 
und bearbeiteten ganz frischen Schafkot (vgl. FuBnote 8.173), der 


1) V. Mitteilung iiber den biologischen Chlorophyllabbau; IV. Mit- 
teilung, Diese Z. 222, 250 (1933). 

2) Hans Fischer u. A. Hendschel, a. a. O. 

8) Paul Rothemund u. O. L. Inman, J. Amer. chem. Soc. 54, 4702 
(1932); Paul Rothemund, Robert R. McNary u. O. L. Inman, J. Amer, 
chem. Soc. 56, 2400 (1934). 
13° 
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sofort nach der friiheren Vorschrift (a. a. O.) mit Eisessig—Ather 
ausgezogen und dann scharf fraktioniert wurde. Koproporphyrin 
konnte wieder beobachtet werden, ebenso Phylloerythrin in Be- 
stitigung friiherer Untersuchungen. Mit 15°/,iger Salzsiure 
wurde dann in betrachtlicher Menge ein griiner Farbstoff aus- 
gezogen, der spektroskopisch einheitlich schien, bei niherer Unter- 
suchung sich aber als ein Gemisch von Phiophorbid a, Pyro- und 
Dihydropyrophiaophorbid a herausstellte. Chlorine konnien 
nicht beobachtet werden. Das Farbstoffgemisch war durch Salz- 
siurefraktionierung nicht trennbar. Es wurde deshalb der Ein- 
wirkung von Diazomethan in Methylalkohol unterworfen. Hierbe: 
tritt, wie schon friiher gezeigt wurde, Aufspaltung von Phio- 
phorbid a zu Chlorin e,-triester ein. In der Tat konnte auch hier 
dieser in krystallisierter Form erhalten werden. Der Misch- 
schmelzpunkt mit reinem Chlorin e,-trimethylester gab keine 
Depression, auch Spektrum und Salzsiurezahl waren iiberein- 
stimmend. Der Beweis des Vorliegens von Chlorin e,-triester 
wurde durch Abbau zu Chloroporphyrin e, und Uberfiihrung in 
Phaoporphyrin a, sichergestellt. 

Hiernach kann es keinem Zweifel unterliegen, daB in dem 
Gemisch Phiophorbid a enthalten ist. 

Mit 15 °/,iger Salzsiure konnten dann aus der urspriinglichen 
Lésung weitere Fraktionen erhalten werden, die spektroskopisch 
den Probophorbiden sehr fhnlich waren und die zwischen den 
Spektren des Pyro- und des Dihydropyrophiophorbids lagen, so 
da8 der Verdacht nahelag, dafi die Probophorbide aus einem 
Gemisch von Pyrophiophorbid und Dihydropyrophiophorbid be- 
stiinden. In der Tat erhalt man bei der Mischkrystallisation von 
Pyro- und Dihydropyrophiophorbid schén krystallisierte Kérper, 
die spektral mit den Probophorbiden von H. Fischer und 
A. Hendschel iibereinstimmten. Der Mischschmelzpunkt von 
Probophorbid mit dem kiinstlichen Gemisch gab keine Depression. 
Auch gegen Diazoessigester verhielt sich das kiinstliche Gemisch 
ebenso wie natiirliches Probophorbid a. In beiden Fillen trat 
Blauverschiebung der Spektralerscheinung ein. Durch Salzsiure- 
fraktionierung konnte ebenfalls beim kiinstlichen Gemisch sowohl 
wie bei den alten Probophorbidpriparaten nach den spektro- 
skopischen Befunden eine Trennung der Komponenten erreicht 
werden. Die Hydrierung ergab in beiden Fillen reines Dihydro- 
pyrophiophorbid. Auch die Anwendung der Adsorptions- 
methode mit Hilfe von Talkum erlaubte die Anreicherung von 
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Dihydropyrophiophorbid in der unteren Schicht, erkennbar in der 
Blauverschiebung im Spektrum gegeniiber dem des Ausgangs- 
materials. SchlieBlich mu8 noch darauf hingewiesen werden, daB 
bei den Analysen die Probophorbide gegeniiber Pyrophiophorbid 
immer ein mehr oder weniger geringes Defizit an Kohlenstoff 
und ein Plus an Wasserstoff aufwiesen. Auch die Bestimmung 
der optischen Aktivitét stimmt durchaus mit der Auffassung der 
Probophorbide als ein Gemisch von Pyrophiophorbid und 
Dihydropyrophiaophorbid iiberein. Probophorbid b mit semem 
héheren Sauerstofigehalt diirfte dagegen im wesentlichen Methyl- 
phiophorbid a sein oder, da ja mit Natronlauge behandelt wurde, 
Chlorine, enthalten. Phiophorbida ist ja, wie aus der oben er- 
wihnten Entstehung von Chlorine, durch Methanolyse hervor- 
geht, im Schafkot enthalten. 

Nachdem mit 15°/,iger Salzsiure erschépfend ausgezogen 
war, konnte durch weitere Behandlung mit 22°/,iger Salzsiure 
Pyrophiophorbid b erhalten werden, das durch spektro- 
skopischen Befund, Salzsiurezahl, Schmelz- und Mischschmelz- 
punkt und Analyse eindeutig festgelegt wurde. Ein Anhaltspunkt 
fir Phiophorbid b konnte nicht gewonnen werden. Bei der 
Behandlung mit Diazomethan—Methylalkohol konnte Rhodin g- 
ester nicht — auch nicht in Spuren — beobachtet werden. 

Endlich wurde mit 35°/,iger Salzsiure der Restiather aus- 
gezogen und wiederum konnte starke Firbung der Saure beob- 
achtet werden. Nach 1stiindigem Stehen wurde der bzw. wurden 
die Farbstoffe in Ather zuriickgetrieben und nunmehr konnte eine 
Fraktionierung durch 18- bzw. 22°/,ige Salzsiure vorgenommen 
werden. Die Fraktion der 18°/, igen Salzsiiure stimmte mit 
Phiophorbid a iiberein, die mit 22°/,iger mit Phiophorbid b. 
Offensichtlich ist Phiophytin a + b auch im Schafkot enthalten. 

Nach diesen Feststellungen ergibt sich fiir den Chlorophyll- 
abbau im Schafkot folgendes: 

Das Magnesium wird offensichtlich bereits im Magen durch 
die dort vorhandenen Siuren abgespalten (teilweise vollzieht sich 
hier schon ein weitgehender Abbau, wie aus den Befunden von 
P. Rothemund iiber Phyllo-, Rhodo- und Pyrroporphyrin hervor- 
geht). Kin Teil des durch Magnesiumabspaltung entstandenen 
Phiophytins passiert den Darm, der gréBere Teil wird seines 
Phytols beraubt und am isocyclischen Ring decarbmethoxyliert, 
so daB neben wenig Phiophorbid a Pyrophiophorbid a und b 
entstehen. 
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Pyrophiophorbid b. 


Pyrophiophorbid a wird dann durch die Girungsvorginge 
hydriert zum Dihydropyrophiophorbida (IV). Es wird also die Vinyl- 
gruppe in II in den Athylrest iibergefiihrt, das iibrige Molekiil 
bleibt intakt. 
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Pyrophiophorbid und Dihydropyrophiophorbid werden jeweils 
nach den Bedingungen, die im Darmkanal herrschen, dann weiter 
isomerisiert bzw. dehydriert (beim Dihydropyrophiophorbid) zu 
Phylloerythrin (V), das ja friiher von uns schon in betrichtlicher 
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Menge aus Schafkot isoliert wurde. Auffallend ist das Fehlen 
von Dihydropyrophiophorbid b, ebenso die geringe Menge von 
Pyrophiophorbid b. Vielleicht wird Chlorophyll b zum groBen 


Teil vollstiindig abgebaut; fiir wahrscheinlicher halten wir aber 


die Reduktion der Formylgruppe zur Methylgruppe (vgl. Formel II1), 
so daB auf diese Weise hauptsichlich Kérper der a-Reihe gebildet 
werden. 

Bewiesen ist die Hydrierung der Vinylgruppe in II, die 
offensichtlich durch den bei den Girungsvorgiingen gebildeten 
Wasserstoff vorgenommen wird. Eine Isomerisation etwa durch 
Wanderung der f-Wasserstoffatome am Pyrrolkern III nach [ 
kommt nicht in Frage, weil sonst mit dem ProzeB eine Inakti- 
vierung verkniipft sein miBte und die so biologisch erzeugten 
Produkte waren alle durch hohe Werte in der optischen Aktivi- 
tiit ausgezeichnet (vgl. die Tabelle 8.178), wobei auffallenderweise 












172 Hans Fischer und Friedrich Stadler, 


die Werte der biologischen Produkte sogar héher waren als die 
der kinstlich dargestellten. 

Vielleicht tritt beim chemischen ProzeB doch eine geringfiigige [n- 
aktivierung ein, obwohl wir bis jetzt in ad hoc angestellten Versuchen 
(Versuche des Herrn Dipl.-Ing. Bub) auch beim stundenlangen Kochen in 
Lésungsmitteln keine Inaktivierung herbeifiihren konnten, sondern ge- 
zwungen sind, durch katalytische Reduktion das interessante inaktive Material 
zu erzeugen im Gegensatz zu den Befunden von Stoll und Wiedemann}, 
die beim bloBen Stehenlassen in Lésungsmitteln Inaktivierung feststellen 
zu kénnen glauben. 

Die Feststellung des Auftretens von Dihydropyrophiophor- 
bid halten wir fiir besonders wichtig; denn damit ist die Hydrie- 
rung einer Vinylgruppe im Darmkanal zum erstenmal exakt be- 
wiesen und es ist mit der Méglichkeit zu rechnen, daB z. B. nach 
Bluteingabe Mesoporphyrin auftreten kann. Auch der Gallen- 
farbstoff enthalt Vinylgruppen, wihrend im Mesobilirubinogen die 
Vinylgruppen zu Athylresten reduziert worden sind, und Athy)- 
reste enthalt auch das Stercobilin?), wie durch die Uberfiihrung 
in Glaukobilin vor kurzem bewiesen wurde’). Nachdem im Pyro- 
phiophorbid die Vinylgruppe in den Athylrest iibergefiihrt werden 
kann, kann man dasselbe auch beim Bilirubin annehmen, wobei 
allerdings zur Umwandlung in Stercobilin dann noch weitere 
Hydrierung unter Bildung asymmetrischer Kohlenstoffatome sich 
voliziehen muB. 


Unklar bleibt nur noch die Frage, ob die Hydrierung der Viny)- 
gruppe sofort vor der Abspaltung des Carbmethoxyrestes an 10 statthat 
oder erst nach Entstehung von Pyrophiophorbid. Der einwandfreie Nach- 
weis yon Dihydrophiophorbid a neben Phiophorbid a ist nicht leicht. Man 
kénnte in der Tatsache, daB, wie im experimentellen Teil niiher angegeben 
ist, der Schmelzpunkt des Chlorin-e,-trimethylesters (S. 175) etwas erniedrigt 
war, einen Anhaltspunkt fiir das Mitvorliegen von Dihydrochlorin-e,-triester 
erblicken. 


Die Mengenverhiltnisse, in denen die Chlorophyliderivate 
auftreten, wechseln. Bei Verarbeitung von 600g Schafkot wurden 
im giinstigsten Fall 40—50 mg Pyrophiophorbid b, 200 mg ,,Probo- 
phorbidfraktion* und wenig (20—80 mg) Phylloerythrin isoliert. 
Phylloerythrin ist das Endprodukt, und wenn viel Phylloerythrin 
gefunden wird, geht das auf Kosten der oben angegebenen Frak- 


1) Hely. chim. Acta 1933, S. 307; Naturwissenschaften Heft 4, 1936; 
in letzterer Veréffentlichung wird die leichte Racemisierung wieder hervor- 
gehoben. 

2 C.J. Watson, Diese Z. 204, 57 (1932); Diese Z. 221, 145 (1933). 
8) H. Fischer u. H. Halbach, Diese Z. 288, 59 (1936). 
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tionen, die dann nahezu verschwinden. Mit diesen Feststellungen 
stimmen iiberein die Befunde bei Schafkot, der wahrend der 
Trockenperiode des vergangenen Jahres (Sommer 1935) gesammelt 
wurde. Hier hatte der Kot derselben Schafe') eine viel hellere 
Farbe als gewéhnlich und auch die itherische Lésung der Ab- 
bauprodukte war nicht annahernd so stark gefirbt wie bei nor- 
malen Ansitzen. Hiernach lag der Verdacht nahe, dab die Farb- 
stoffe als Leukoverbindungen vorligen. Diese Vermutung wurde 
durch die weitere Untersuchung bestitigt. Nach Entfernung des 
Phylloerythrins mit 10°/,iger Salzsiure nahm das Wasser beim 
Waschen des Athers rétliche Farbe an. Um etwa noch vor- 
handenes Phylloerythrin zu entfernen, wurde mit frischem Ather 
durchgeschiittelt. Nach eintigigem Stehen der wiBrigen Lésung 
konnten mit Ather erneut ziemliche Mengen von Phylloerythrin 
dem Wasser entzogen werden. Mit analytischem Phylloerythrin 
aus Chlorophyll gab der Mischschmelzpunkt des isolierten K6r- 
pers keine Depression. Offensichtlich ist also die Reduktion im 
Darm bis zur Leukostufe vorangeschritten. Interessant wire die 
Reoxydation im alkalischen Medium zur Riickwirtserzeugung von 
Pyro- baw. Dibydropyrophiophorbid. Leider hat das Material 
hierfiir nicht gereicht. 

Nach Entfernung des Phylloerythrins wurde mit 15—22°/, iger 
Salzsiure weiter ausgezogen und auch hierbei wiederum groBe 
Mengen von Leukoverbindungen beobachtet, aus denen Phyllo- 
erythrin wieder isoliert werden konnte, insbesondere nach Be- 
lichtung. Beim Neutralwaschen des nichtbelichteten Hauptteiles 
des Athers schlug dessen braun-griine Farbe plétzlich nach Dunkel- 
srin um. Hier konnte dann wiederum neben wenig Phylloery- 
thrin ziemlich viel Dihydropyrophiophorbid beobachtet werden, 
neben wenig Phiophorbid, nachgewiesen durch Methanolyse, die 
Chlorin e,-ester ergab. Dihydropyrophiophorbid konnte spektro- 
skopisch und durch Mischschmelzpunkt eindeutig identifiziert 
werden, ebenso Pyrophidophorbid. 

In spiteren Untersuchungen wird es von besonderer Wichtig- 
keit sein, die Leukoverbindungen auf ihre optische Aktivitat hin 
zu untersuchen; denn die fertigen Farbstoffe sind ja in allen 
Fallen optisch aktiv, wihrend die in vitro erzeugten Leukover- 





1) Die Untersuchung wurde sehr geférdert dadurch, da8 Herr Stadler 
aus einem landwirtschaftlichen Betrieb stammt und die gesamten Kot- 
sammlungen teilweise von ihm selbst, teilweise unter seiner Aufsicht vor- 
genommen wurden. 
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bindungen optisch inaktiv sind. Bis jetzt ist die katalytische 
Reduktion bis zur Leukoverbindung und Reoxydation die elnzige 


Méglichkeit zur Erzeugung von optisch inaktiven Chlorinen und 
Phorbiden. 


Herrn Dr. A. Stern sind wir fir die Durchfiihrung der opti- 
schen Bestimmungen zu grofem Dank verpflichtet. 


Versuche, 


Aufarbeitung von Schafkot. 600¢ frischer Schafkot werden in 
einem Filtrierstutzen mit 300 ccm LEisessig gut verrihrt, 4mal mit je 
1/, Liter Ather extrahiert und dekantiert. Hierauf wird der Kot nochmals 

mit 300 cem Eisessig durchmischt und 4mal mit je 1/, Liter Ather aus- 
gezogen. Die vereinigten Eisessig-Ather-Ausziige werden in einen 5 Liter- 
Scheidetrichter filtriert und 8mal mit Wasser gewaschen, um den Eisessig 
méglichst vollstiindig zu entfernen. Um durch Fraktionierung mit Salz- 
siure eine weitgehende Trennung der Chlorophyllabbauprodukte zu er- 
méglichen, muB sie spektroskopisch genau verfolgt werden. 

Zuerst wird 4mal mit 3°/,iger Salzsiure Koproporphyrin und ein ge- 
ringer Teil Phylloerythrin ausgezogen. 

In die 8°/,ige Salzsiure, mit der etwa 5mal extrahiert wird, geht das 
Phylloerythrin. 

Die Ausziige mit eisgekiihlter, 15°/,iger Salzsiiure enthalten ein Ge- 
misch von Pyrophiophorbid a, Dihydropyrophiophorbid a und etwas Phio- 
phorbid a, die spektroskopisch im Gemisch nicht zu unterscheiden sind. 
Es wird so lange mit 15°/,iger Salzsiure extrahiert, bis das Spektrum von 
Pyrophiophorbid b erscheint. Ausziige, die Gemische der a- und b-Reihe 
enthalten, werden verworfen. 

SchlieBlich wird mit 22°/,iger, mit Eis-Kochsalz gekiihlter Salzsiure 
rasch so lange ausgezogen, bis sie nur mehr schwach griin gefiirbt ist. 


Koproporphyrin. Der Farbstoff, der in die 3°/,ige Salzsiure geht, 
wird in Ather getrieben, mit 1°/,iger Salzsiiure das Koproporphyrin extra- 
hiert und noch einige Male zwischen Salzsiiure und jeweils frischem Ather 
hin- und hergetrieben. Die Atherlésung wird schlieBlich mit Diazomethan- 
lésung versetzt, gewaschen, getrocknet und eingeengt. Nach dem Umkry- 
stallisieren reichte das Material zum Schmelzpunkt nicht mehr aus. Spektro- 
skopisch war es identisch mit Koproporphyrin. 


Phylloerythrin. Die 8°/,ige Salzsiiure enthilt ziemlich reines Phyllo- 
erythrin. Nach dem Zuriicktreiben in Ather wird mit 8°/,iger Salzsiiure 
so lange Phylloerythrin ausgezogen , bis das Spektrum der griinen Kérper 
erscheint. Es wird als Ester in priichtigen Nadeln aus Ather isoliert. Die 
Restiitherlésung wird verworfen. 


Pyro-, Dihydropyrophaophorbid und Phaophorbid a. Nach Zuriick- 
bringen der in der 15°/,igen Salzsiiure enthaltenen griinen Farbstoffe in 
Ather werden mit 10°/,iger Salzsiiure durch 2—3maliges Ausschiitteln 
Reste von Phylloerythrin entfernt. Hierauf zieht man mit 15- bzw. 18 °%o i iger 
Salzsiiure allen Farbstoff, soweit er a-Spektrum zeigt, aus, treibt in Ather 








Ytische 
elnzige 
2n und 


r opti- 


Jen in 
mit je 
chmals 
r aus- 
Liter- 
isessig 
Salz- 
wu ser- 


in ge- 
it das 


1 Ge- 
Phiio- 
sind, 
| von 
teihe 


diure 
4 

reht, 
xtra- 
ther 
han- 
kry- 
‘tro- 


rllo- 
jure 


‘per 
Die 


ck- 
in 
eln 
rer 
her 








Gewinnung von Dihydropyrophiophorbid a usw. aus Schafkot. 175 


zurick und isoliert das Gemisch nach Veresterung mit Diazomethan. Meist 
krystallisiert diese Fraktion aus Aceton- -Methylalkohol in schénen Nadeln 
und stellt sich, wie unten niher beschrieben, als ein Gemisch von Pyro-, 
Dihydropyro- ‘und Methylphiophorbid a heraus. Nur selten herrscht die 


' Plattenform des Methylphiophorbids vor. Der Farbstoff im Restiither zeigt 
' ein Gemisch von a- und b-Spektrum und wird nicht isoliert. 


Pyrophaophorbid b. Durch Neutralisieren der 22°/,igen Salzsiiure 
wird auch diese Fraktion in Ather zuriickgebracht und durch Ausschiitteln 
mit 18°/,iger Salzsiure von restlichen Farbstoffen der a-Reihe befreit. Zur 

teinigung treibt man einige Male zwischen Ather und Salzsiiure hin und her, 
verestert und engt ein. Das Pyrophiiophorbid b krystallisiert aus Pyridin- 
Methylalkohol in schénen Nadeln vom Schmelzp. 242°. Der Mischschmelz- 
unkt mit dem auf chemischem Weg aus Chlorophyll erhaltenen Pyro- 
phiiophorbid b ergibt keine Depression. Der Drehwert stimmt mit dem des 
analytischen Materials gut iiberein'). 

Zur Analy se wurde dreimal aus Pyridin-Methylalkohol umkrystallisiert 
und bei 80° im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd, Paraffin und Atzkali zur 
Konstanz getrocknet. 

4,670 mg Subst.: 0,015 mg Asche: 12,340 mg CO,, 2,588 mg H,O. — 
3,452mg Subst.: 0,323ccm N, (23°, 717mm). — 4,460mg Subst.: 1,930mg AgJ. 


C,,H,,0,N, (562,38) Ber. C 72,56 H609 N 9,96 OCH, 5,52 
Gef. ,, 72,30 ,, 6,22 ,, 10,18 «BRR 


Spektroskopisch besteht vollkommene Identitit mit dem auf chemi- 
schem Weg dargestellten Produkt. 

Ein Teil der 22er Fraktion wurde der Methanolyse nach Vorschrift 
von H. Fischer, Hendschel und Nissler’) unterworfen, um etwa in 
geringen Mengen vorhandenes Phiophorbid b durch Uberfiihrung in Rho- 
din g nachzuweisen. Bei der Fraktionierung konnte kein Rhodin-g-Spek- 


trum beobachtet werden. 


Identifizierung von Pyro-, Dihydropyrophaophorbid und Phao- 
phorbid a, Durch Salzsiiurefraktionierung kann keine Trennung der 
3 Komponenten erzielt werden. Es wird daher zuniichst durch Methanolyse 
das Phiophorbid a identifiziert und abgetrennt. Nach der Behandlung der 
i5er Hauptfraktion mit Diazomethan—Methylalkohol*) wird mit 8°/) iger 
Salzsiiure ein Chlorin ausgezogen, das spektroskopisch und auch in der Salz- 
siurezahl mit Chlorin e,-triester iibereinstimmt. Nach dem Nachverestern, 
Einengen und Umkrystallisieren liegt der Schmelzpunkt bei 198—200°. Der 
Mischschmelzpunkt zeigt keine Depression. Durch den Jodwasserstoffabbau 
in Eisessig erhilt man Chloroporphyrin e,. Dieses gibt nach dem Erhitzen 
mit Pyridin-Soda*) spektroskopisch Phioporphyrin a;, das mit 10°/, iger 
Salzsiure ausziehbar ist und durch kurzes Behandeln mit 10°/, igem methyl- 


1) H. Fischer u. A. Stern, Liebigs Ann. 520, 88 (1935). 

*) Liebigs Ann. 506, 83 (1933). 

5) H. Fischer, W. Gottschaldt u. G. Klebs, Liebigs Ann. 498, 
194 (1932); H. Fischer u. J. Riedmair, Liebigs Ann. 506, 107 (1933). 

) H. Fischer, O. Moldenhauer u. O. Siis, Liebigs Ann. 486, 
149 (1981). 
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alkoholischem Kali wiederum in Chloroporphyrin e, iibergefiihrt werden kan} 
Dieses geht in 2°/,ige Salzsiure und ist spektroskopisch als solches zu erkenneyy 
Nachdem das Chlorin e, entfernt ist, wird mit 15°/, iger Salzsiure dame 
Gemisch aus Pyro- und Dihydropyrophiophorbid extrahiert, in Ather zuriicke. 
getrieben, nachverestert und isoliert. Dieses Gemisch krystallisiert seh 
gut in Nadeln. Es hat je nach Ansatz einmal ein Spektrum, das fast den 
Pyrophiophorbid entspricht, dann zeigt es aber auch oft ein Spektrum, dag 
weiter nach Blau verschoben ist und mit dem des Probophorbids a itiber. 
einstimmt. In manchen Fillen war es noch mehr nach Blau verschoben un¢ 
vereinzelt sogar identisch mit dem des Dihydropyrophiiophorbids. Meisten 
enthilt das Gemisch vorwiegend Pyrophiophorbid und hat dann einem 
Schmelzpunkt von 223°. Der Mischschmelzpunkt mit Pyrophiophorbideste——* 
gibt keine Depression. 
Zur Analyse wurde es aus Aceton—Methylalkohol umkrystallisiert und 
bei 80° im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd und Atzkali bis zur Gewichts& 
konstanz getrocknet. 


4,750 mg Subst.: 12,930 mg CO,, 2,845 mg H,O. — 3,402 mg Subst.: 
0,314 cem N, (20°, 715 mm). — 4,724 mg Subst.: 1,974 mg Agu. 


C,,H;,.N,O, (548,38) Ber. C 74,41 H 6,62 N 10,22 OCH, 5,66 
Gef. ,, 74,24 ,, 6,70 ,, 10,12 B,D. 

















Das Spektrum ist gegentiber Pyrophiophorbid fast unmerklich nach 
Blau verschoben. 


Kinstliches Gemisch von Pyro- und Dihydropyrophaophorbid a. 
Zu einer Lésung von Pyrophiophorbid a wird Dihydropyrophiophorbid af , 
in Aceton vorsichtig zugegeben und nach jeder Zugabe eine Probe des Ge-§ . 
misches spektroskopiert. Das Spektrum verschiebt sich allmihlich von demf , 
des reinen Pyrophiophorbids a nach Violett zu dem des Dihydropyrophio-§ ; 
phorbids a. Man gibt so lange Dihydropyrophiophorbid zu, bis das Spektrumf , 
des Gemisches, tibereinander projiziert, tibereinstimmt mit dem des sogenannten 
Probophorbids a, das ungefiihr in der Mitte zwischen dem Spektrum vonf 
Pyro- und Dihydropyrophiophorbid liegt. Ist dies erreicht, dann wird die 
Mischung in Ather gegossen, das Aceton mit Wasser herausgewaschen, mit 
Diazomethan verestert und eingedampft. Aus Aceton-Methylalkohol um- 
krystallisiert, zeigt das Gemisch Mischkrystalle in sehr schénen Nadeln vom 
Schmelzp. 222°. Der Mischschmelzpunkt mit natiirlichem Probophorbid af 
gibt keine Depression. 

Pyro- und Dihydropyrophidophorbid in anderen Verhiiltnissen gemischt, 
zeigen ebenfalls sehr gute Krystallisation in Nadeln. Nach dem Umkrystalli- 
sieren bleibt Schmelzpunkt und Spektrum unverindert. Aus Schafkot wurden, f 
wie schon erwihnt, solche Gemische aus Pyro- und Dihydropyrophiéophorbid F 
in verschiedenem Mengenverhiltnis isoliert. 


Kiinstliches Gemisch von Pyro- und Dihydropyrophaophorbid a, f 
verglichen mit Probophorbid a. — 1. Diazoessigesteranlagerung: 
Spektroskopische Proben des kiinstlichen Gemisches und des Probophorbids f 
werden mit Diazoessigester 2'/, Stunden unter Riickflu8 auf dem siedenden 
Wasserbad erhitzt. In beiden Fiillen ist eine geringe, aber deutliche 
Blauverschiebung zu erkennen. Ubereinanderprojiziert erkennt man die 
vollkommene Identitit der Spektren. 
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‘die mit Ather vorbereitet ist, wird das Gemisch in Acetonliésung 
-und nach der Adsorption mit Ather so lange entwickelt, bis 2 Farbstoff- 
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2. Katalytische Hydrierung: Das kiinstliche Gemisch wird in 
stherischer Loésung mit Palladium als Katalysator 2'/, Stunden in einer 
Vasserstoffatmosphire geschiittelt. Das Spektrum des Gemisches geht in 
reines Dihydropyrophiophorbidspektrum tiber. Der gleiche Versuch mit 
Probophorbid gibt ebenfalls das Spektrum des Dihydrokérpers. 


: 8. Salzsiurefraktionierung: Das kiinstliche Gemisch wird sehr 
yorsichtig mit Salzsiure verschiedener Konzentration durchfraktioniert. Bei 
den ersten Ausziigen mit niederprozentiger Salzsiiure kann man, wenn die 
Fraktionierung 6{ter wiederholt wird, eine Blauverschiebung bis fast zum 
Spektrum des Dihydrokérpers feststellen. Die letzten Fraktionen mit 15°/, iger 
Salzsiure zeigen im Spektrum eine Rotverschiebung gegeniiber dem des 





phiiophorbid. Wenn auch eine vollkommene Trennung von Pyro- und 
Dihydropyrophiophorbid durch Fraktionierung infolge des geringen Unter- 


sschiedes in der Salzsiiurezahl unméglich ist, so beweist doch der Versuch, 
‘daB Pyro- in der einen und Dihydropyrophiophorbid in der anderen Frak- 


tion angereichert werden kénnen, wie die Verschiebung der Spektren zeigt. 
Diese Salzsiurefraktionierung wurde auch mit einem Originalpriparat von 
Probophorbid a durchgefiihrt, wo sie zum gleichen Ergebnis fiihrte. 

4. Chromatographische Trennung: Die Adsorptionsmethode 
wird angewendet bei einem natiirlichen Gemisch aus Schafkot, das aber 


‘im Spektrum mehr nach Rot verschoben ist als das Probophorbid a und 


Auf eine Siiule aus Talkum, 
gegossen 


also tiberwiegend Pyrophiophorbid enthiilt. 


schichten zu erkennen sind. Die untere zeigt im Spektrum infolge Anreiche- 
rung an Dihydropyrophiophorbid eine deutliche Blauverschiebung gegen- 
liber dem Spektrum des Gemisches. Auch mit dieser Methode kann also 
das Gemisch als solches erkannt werden. 


Phaophytin. Nachdem bei der Hauptfraktionierung mit 22°/,iger 
Salzsiiure erschépfend extrahiert ist, wird der Restiither mit 35°/,iger Salz- 
siure ausgezogen. Nach 1 stiindigem Stehen in der starken Siure, wobei das 


Leukoverbindungen. 600g Schafkot werden in tiblicher Weise 
extrahiert. Die Atherlésung, die schwicher gefirbt ist als gewéhnlich, 
wird wie sonst mit 3°/,iger, dann mit 8- und 10°/,iger Salzsiure ausgezogen 
und hierauf einige Male mit Wasser gewaschen. Dieses Waschwasser ist 
rétlich gefirbt und enthilt Leukoverbindungen. Es wird mit frischem 
Ather durchschiittelt, um Reste von Phylloerythrin zu entfernen und dann 


_ 24 Stunden stehen gelassen. Beim Extrahieren mit Ather firbt sich dieser 
jetzt intensiv rot und zeigt Phylloerythrinspektrum. 


Nach dem Verestern 


liegt der Schmelzpunkt bei 262° und gibt mit analytischem Material keine 
Depression. 

Nach Entfernung des Phylloerythrins aus der urspriinglichen Ather- 
lésung und Waschen mit Wasser wird mit 15- und 22°/,iger Salzsiure aus- 
gezogen, die sich nicht, wie sonst, dunkelgriin, sondern mi8farben braun- 
griin fiirbt, da die Phorbide wahrscheinlich als Leukoverbindungen in die 


Salzsiiure gehen. 


Beide Fraktionen sind spektroskopisch identisch und 
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werden vereinigt. Nach dem Zuriicktreiben dieser Fraktionen in Athe 
bleibt die wiBrige Lésung rotbraun gefirbt. Durch Reoxydation flockt ay 
ihr tiber Nacht eine ziemliche Menge Phylloerythrin aus, Die Atherlésung : 
ist griinlichbraun gefirbt. Eine Probe schligt beim Belichten nach Rot um 
und zeigt dann in der Hauptsache Phylloerythrin im Spektrum. Bein 
Neutralwaschen der unbelichteten Atherlésung ist ein deutlicher Umschlag 
nach Griin zu bemerken. Es werden noch etwas Phylloerythrin, das iiber 
die Leukoverbindung in die 15er Fraktion gelangte und dann wie sonst 
Phorbide ausgezogen. Die Salzsiiure firbt sich jetzt wie gewéhnlich wieder 
dunkelgriin. 

Die Methanolyse der 15er Fraktion zeigt wenig oder kein Chlorin e,, 
Es ist also fast alles Phiophorbid schon decarboxyliert. In solehen An. 
sitzen, bei denen alles Phiophorbid abgebaut ist, die also nach der Methano- 
lyse kein Chlorinspektrum mehr geben, hat die 15er Fraktion reines Di. 
hydrospektrum. Nach dem Verestern krystallisiert das fast einheitliche 
Dihydropyrophiophorbid in Nadeln vom Schmelzp. 228—229° aus Aceton- 
Methylalkohol. Der Mischschmelzpunkt mit Dihydropyrophiophorbid gibi 
keine Depression. 

In den Ansitzen, die Leukoverbindungen enthaltep, kénnen Derivate 
der b-Reihe auch spektroskopisch nicht mehr nachgewiesen werden. 


Drehwerte bei 20°, 1 dm-Rohr, visuelle Messung. 
Gemessen von Dr. A. Stern. 






































2 E bo 3 2. for},.0 
Nr. Substanz Bemerkungen |2.5 : 5 Fe “ 3a “ag 
e S| 8° [Fs 
1 | Pyrophiophorbid a 76,6 |Pyridin | —0,27 | —352 
2 | Dihydropyrophio- 
phorbida ... 81,5 " —0,25 | —306 
3 | Probophorbid a. . | kiinstl. Gemisch')] 10,5 be —0,21 | —296 ! 
4 | Probophorbid a. . natiirlich *) 86,0 ‘ —0,34 | —895 
5 | Probophorbid. . . | aus Schafkot*) | 142,0 m —0,60 | —422 
6 | Pyrophiophorbid b 94,9 » | —0,44 | —463 
7 | Pyrophiophorbid b | aus Schafkot | 129,5 ‘ —0,56] —432 
8 | Phylloerythrin . . aus Schafkot {| 152,0 ~ — 0,00 — 


Nr. 1, 4 mit weiBem, 2, 8, 5, 6, 7, 8 mit rotem Licht (690—730 mu) gemessen. 

') Bestehend aus 39,2 °/, Pyrophiophorbid a und 60,8 °/, Dihydropyro- 
phiophorbid a, spektroskopisch identisch mit natiirlichem Probophorbid a, 
von H. Fischer und A. Hendsche! isoliert. 

2) Von H. Fischer und A. Hendschel aus Menschenkot isoliert. 

5) Enthilt weniger Dihydropyrophiophorbid a als Nr. 4. 
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)} z.B, neuerdings: ,,... Nach Lebedew gewonnener Extrakt aus 
unserer Stockholmer Hefe ist ja im iibrigen auch durch sein 
_mangelndes Girvermégen gekennzeichnet.“ In Zusammenhang 








~ 3 mit einer Untersuchung, die demnichst mitgeteilt werden soll, 
[a],,9 haben wir gefunden, daB durch maBige Autolyse die Zymase aus 
in ° der Hefezelle freigelegt wird und alsdann in wiBriger Lisung 
== =| erhalten werden kann. Von gewissem cytologischem Interesse 
—352' — (Lokalisierung der Zymase in der Zelle) ist, daB das in Frage 
7 ie I _ stehende Enzymsystem nicht einfach durch Plasmolyse der Hefe- 
_ogg)  Zelle mittels Zucker oder Glycerin in Lésung gebracht werden 
39, kann. Wenigstens haben unsere Versuche in dieser Richtung 
_499° nichts Positives ergeben. 
—463 Aus dem folgenden Versuch geht hervor, welchen EinfluB das 
—432 Verfahren bei der Darstellung der Trockenhefe fiir deren Verwend- 
— '  harkeit als Ausgangsmaterial bei Macerationssaftdarstellung hat. 
essen. Die hiesige Brauereihefe wurde in gewdhnlicher Weise durch 


Waschen mit Leitungswasser und Zentrifugieren von der Bier- 
ypyro- * ——_ wiirze befreit und dann in der Handpresse abgepreBt, bis sie eine 
bida, —_—_ teigige Konsistenz angenommen hatte. Die abgepreBte Hefe wurde 

jetzt in zwei Fraktionen A und B getrennt, die jede fir sich 

' weiter verarbeitet wurden. 
Die Fraktion A wurde weiter sehr fest gepreBt, bis sie in 
der Hand zu einem feinen Pulver zerdriickt werden konnte. Sie 


rt. 








) Euler u. Adler, Diese Z. 226, 206 (1934). 
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wurde nunmehr durch ein Sieb (Maschenweite 1 qmm) getrieben 
und auf Filtrierpapier in diinner Schicht (nicht dicker als 5 mm) 
ausgebreitet an der Luft getrocknet. Schon nach einigen Stunden 
war die Hefe praktisch trocken. Bei dieser raschen Darstellungs- 
methode der Trockenhefe kann in der Hefe wihrend des Trocknens 
keine nennenswerte Proteolyse stattfinden. Das nach dieser Methode 
erhaltene Trockenhefepriparat wird in der folgenden Darstellung 
als Trockenhefe A bezeichnet. 

Aus der Fraktion B wurde nach einer von Boysen-Jensen 
benutzten Methode (Privatmitteilung) Trockenhefe wie folgt dar- 
gestellt. Die Hefe, die iiber Nacht bei Zimmertemperatur auf- 
bewahrt war, wurde am nichsten Tag durch eine Fleischmiihle 
(Siebplatte mit 4mm Léchern) getrieben. Sie wurde dann in einer 
Schichtdicke von etwa 2cm bei einer Temperatur von 25—30° 
an der Luft getrocknet. Bei dieser Anordnung trocknet die Hefe 
sehr langsam (Trocknungsdauer etwa 70 Stunden) unter augen- 
scheinlich starker proteolytischer Zersetzung. Das nach Pulveri- 
sierung erhaltene Trockenhefepriparat bezeichnen wir Trockenhefe B. 
apncie 
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Die Trockenhefepriparate A und B wurden durch folgende Giérungs- 
yersuche’) charakterisiert. (Fig. 1). 

Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 0,2 g Trockenhefe- 
priparat + 0,1 g Glucose + 0,5 ccm Puffer + 0,1 cem hexosediphosphor- 


saures Na. 

Wie aus Fig. 1 ersichtlich, ist in den beiden Versuchen die 
maximale Girgeschwindigkeit etwa dieselbe. Die Girkraft der 
Trockenhefe B (Kurve B) ist wihrend der ersten Periode sogar etwas 
gréBer. Bemerkenswert ist der scharf ausgeprigte Knickpunkt 
der Girkurve bei dieser Trockenhefe. Die Bedingungen fiir das 
Auftreten dieses Knickpunktes der Girkurve sind eingehend studiert 
worden. Die Ergebnisse werden in einer bald erscheinenden Arbeit 
mitgeteilt. 

Aus den Trockenhefepriparaten A und B wurden in folgender 
Weise Macerationssifte dargestellt: Die Trockenhefe wurde in dem 
3 fachen Gewicht Wasser von 42° suspendiert und danach wihrend 
2 Stunden bei 35° digeriert. Die nach Zentrifugieren in Winkel- 
zentrifuge erhaltenen Extrakte wurden folgendermafen gepriift. 


Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 1 cem Hefeextrakt 
+ 0,1 g Glucose + 0,5 ccm Puffer + 0,1 com hexosediphosphorsaures Na. 

Za den Versuchen mit Extrakt aus Trockenhefe A wurde au8erdem 
0,5 mg Mg (als MgCl,) und 0,25 cem Co-Zymase’) gegeben. Zu einer Girungs- 





ccm C02 
14 


{17 
Cy 


— | 
































— 
sete — ee ee 


0 4 2 Stunden 
Fig. 2. 














1) Simtliche Girungsversuche wurden im Schiittelthermostaten bei 30° 
ausgefiihrt. Als Puffer wurde eine 0,67 mol. (auf PO,’” bezogen) Mischung 
von Kalium- und Natriumphosphat von py = 6,4 verwendet. Die Girungs- 
induktion wurde durch Zugabe von hexosediphosphorsaurem Na (etwa 7°/, ige 
Lésung) aufgehoben. 

*) Stark aktive, durch Pb- und Hg-Fillung gereinigte Co-Zymase. Das- 
selbe Co-Zymasepriiparat wurde in dieser Arbeit durchweg verwendet. 
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probe auBerdem noch 1 Tropfen 2,5°/,ige Acetaldehydlésung. Durch diese 
besonderen Zusitze zum Extrakt aus Trockenhefe A soll vermieden werden. 
daB die Zymasewirkung infolge Mangel an Mg oder Co-Zymase oder auf 
Grund starker Girungsinduktion nicht zum Vorschein kommt. Das Resultat 
ist in Fig. 2 wiedergegeben. 


Aus der Fig. 2 geht hervor, daB aus Trockenhefe A durch 
die vorgenommene Extraktion praktisch keine Zymase in Lésung 
gegangen ist (Kurve A; gestrichelt mit Acetaldehyd), Aus der 
Trockenhefe B wird dagegen die Zymase praktisch quantitatiy 
extrahiert (Kurve B). 1 g Trockenhefe B besitzt (nach Fig. 1 be- 
rechnet) eine maximale Girkraft von etwa 150 ccm CO,/Stunde. 
Aus Fig. 2 berechnet sich die maximale Girkraft fiir eine Menge 
Macerationssaft (8 ccm), die 1 g Trockenhefe B entspricht, zu etwa 
120 ccm CO,/Stunde. Da die beiden Trockenhefepriiparate A und } 
aus demselben Ausgangsmaterial dargestellt wurden, und auch die 
Extraktion der Trockenhefe in beiden Fallen in genau derselben 
Weise ausgefiihrt wurde, diirfte fiir die verschiedenartige Qualitit 
der erhaltenen Macerationssifte nur die verschiedenartige Dar- 
stellungsmethode der Trockenhefen verantwortlich sein kénnen. 

Die hier angegebene Methode zur Darstellung von Trocken- 
hefe vom Typus B hat sich ausgezeichnet reproduzierbar erwiesen. 
Die Verarbeitung auch von sehr groben Hefemengen bereitet keine 
Schwierigkeiten. In Fig. 3 ist das Ergebnis von 8 Darstellungen 
mit 8 bzw. 50 und 50 Liter Bierhefe als Ausgangsmaterial wieder- 
gegeben. Die Darstellung der Trockenhefe und die Bereitung der 
Macerationssafte in oben beschriebener Weise. 

Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 1 cem Macerations- 
saft + 0,1 g Glucose + 0,5 cem Puffer + 0,1 ccm hexosediphosphorsaures Na. 
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Zu den Girungsproben B und C (die zu den zwei letzten Ansitzen 
gehorenden Giirungsproben) auBerdem 1 Tropfen 2,5°/,ige Acetaldehydlésung. 

Die maximale Garkraft der 3 Macerationssifte ist, wie aus 
Fig. 3 ersichtlich, praktisch gleich. Auch ist der ganze Verlauf der 
3 Girkurven beinahe identisch. Nur tritt in dem Versuch A (wo 
kein Acetaldehyd zugegeben wurde) eine Induktionsperiode auf. 

Hs fragt sich nun, ob in einer Trockenhefe von dem eben 
beschriebenen Typus die Zymase schon in wasserldslicher Form 
vorliegt, oder ob sie erst bei der 2stiindigen Digerierung mit 
Wasser bei 35° in Lésung geht. Folgender Versuch zeigt, da’ 
aus einer derartigen ‘Trockenhefe die Zymase einfach durch 
Schiitteln mit kaltem Wasser wenigstens zum gréBten Teil extrahiert 
werden kann [Fig. 43)}. 


5 g des friiher beschriebenen Trockenhefepriparats B wurden mit 15 ccm 
Wasser von Zimmertemperatur wihrend 1/, Stunde geschiittelt. Die Priifung 
des nach Zentrifugieren erhaltenen Extraktes ist durch Kurve A wieder- 
gegeben. Die abgeschleuderte Hefe wurde auf der Zentrifuge mit eis- 
gekiihltem Wasser gewaschen und darauf mit 10 cem Wasser suspendiert. 
Die Priifung dieser Hefesuspension ist durch Kurve B wiedergegeben. Der 
Rest der Hefesuspension wurde wihrend 2 Stunden bei 35° digeriert. Priifung 
des erhaltenen Macerationssaftes in Kurve C. 

Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 1 ccm des zu priifenden 
Hefepriiparates + 0,1 g Glucose + 0,5 cem Puffer*) + 0,1 ccm hexosediphos- 
phorsaures Na + 0,5 mg Mg (als MgCl,) + 0,25 cem Co-Zymase. 
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Fig. 4. 


1) Zum Vergleich ist die Girkurve von einem Extrakt, dargestellt 
durch 2stiindige Digerierung bei 35° — gestrichelt — eingezeichnet. 

*) Die Girungsprobe mit der Hefesuspension (Kurve B) jedoch mit 
nur 0,25 ccm Puffer. 
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Hat es sich also gezeigt, -daf in einer Trockenhefe vom 
Typus B die Zymase in wasserléslicher Form vorliegt, so fragt 
sich weiter, ob die in einer Trockenhefe vom Typus A mit Wasser 
nicht direkt extrahierbare Zymase durch eine nachfolgende Autolyse 
der Trockenhefe in Lésung gebracht werden kann. Folgender Ver- 
such zeigt, daB diese Méglichkeit in gewissem Grade zutrifft (Fig. 5). 


Trockenhefe A wurde mit dem 3fachen Gewicht Wasser von 42° ver- 
setzt und dann unter Umriihren bei 35° digeriert (dieselbe Methode wie 
bei den erfolgreichen Macerationssaftdarstellungen aus Trockenhefe B). Nach 
verschiedenen Zeiten wurde nach Zentrifugieren die Girkraft der erhaltenen 
Macerationssifte gepriift. 

Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 cem): 1 ccm Macerations- 
saft + 0,1 g Glucose + 0,5 ccm Puffer + 0,1 cem hexosediphosphorsaures 
Na + 0,5 mg Mg (als MgCl,) + 0,25 cem Co-Zymase. 
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Fig. 5. 


Die Einwirkung der Autolysedauer geht aus den Kurven A, B und C 
hervor, die einer Autolysedauer von 2 Stunden bei 35°, bzw. 4 Stunden 
bei 35° und 4 Stunden bei 35° + 22 Stunden bei 25° entsprechen. Parallel- 
versuche A’, B’, C’ (gestrichelt) mit 1 Tropfen 2,5°/,iger Acetaldehydlésung. 

Aus dem Versuch geht hervor, daB nach geniigend langer 
Digerierung mit Wasser bei 35° aus der 'l'rockenhefe A ein nicht 
unbetrichtlicher Teil der Zymase in Lisung gegangen ist (Kurve B). 
Bei Behandlung wahrend einer kiirzeren Zeit mit warmem Wasser 
geht dagegen keine Zymase in Lésung (Kurve A). Andererseits 
tritt, wie durch Kurve C gezeigt wird, bei Digerierung wahrend 
einer lingeren Zeit vollstindige Inaktivierung des Macerations- 
saftes ein. Im letzteren Falle ist aber, wie durch besondere Ver- 
suche festgestellt wurde, schon die Trockenhefesuspension selbst 
girungsunfahig. In Anbetracht der iiberhaupt beschrinkten Halt- 
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Loslésung des Zymasesystems aus der Hefezelle durch Autolyse. 
barkeit der Macerationssafte ist ja dieses Ergebnis durchaus er- 


der ‘Trockenhefe A laBt sich also die Zymase durch 
Autolyse wenigstens zum Teil in Lésung bringen. Durch Autolyse 
einer aus der Trockenhefe A dargestellten Apo-Zymase haben 


wir dagegen keine girungsfihigen Macerationssifte erhalten. 


Das 


Trocknen der Hefe ist aber fiir die Extraktion der Zymase 
nicht unbedingt erforderlich. Wie folgender Versuch zeigt, kann 
aus frischer Hefe nach Autolyse ohne vorhergehende Trocknung 


die Zymase mit Wasser extrahiert werden. 


In gewohnlicher Weise gewaschene und abgepreBte frische Unterhefe, 
die wihrend 1 Woche im Kiihlschrank aufbewahrt worden war, wurde 
1 Woche lang bei einer Temperatur von 20—25° in einer offenen Schale 
gelassen. Die Hefe, die nunmehr eine butterartige Konsistenz angenommen 
hatte und offenbar ziemlich stark autolysiert war, wurde unter Zugabe von 
etwas Wasser mit Sand und Kieselgur zerrieben. Der nach Zentrifugieren 


erhaltene Hefeextrakt besaB ein nicht unbedeutendes Girvermégen. 


Giirung setzt nach einer betrichtlichen Induktionsperiode ein, die durch 


Zugabe von Acetaldehyd aufgehoben werden kann (Fig. 6). 


Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 1cem Hefeextrakt + 0,1 g 
0,1 cem hexosediphosphorsaures Na + 0,5 mg Mg (als MgCl,). 


Glueose + 


Zu den Proben A, B und C bzw. 0, 0,25 und 0,5 ccm Puffer. 


sprechende Parallelvyersuche A’, B’ und C’ mit 1 Tropfen 2,5°/,iger Acet- 


aldehydlésung. 
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In den Proben mit Acetaldehyd wirkt Zusatz von Phosphat 
in normaler Weise. Wenn kein Acetaldehyd zugegeben wird, wird 
infolge der Induktion nach Zusatz von Phosphat keine Girung 
erhalten. 
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Fig. 6. 
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DaB in den Macerationssiften die Zymase wirklich in Lésung 
vorliegt und nicht etwa nur fein dispergiert, wird durch Zentri- 
fugierungsversuche gestiitzt. Ein zuerst in der Winkelzentrifuge 
bei 5000 Umdrehungen zentrifugierter Macerationssaft wurde in 
einer Superzentrifuge bei 15000 Umdrehungen '/, Stunde weiter zen- 
trifugiert, wobei ein geringfiigiges Sediment niedergeschlagen wurde. 
Die Priifung des Macerationssaftes vor und nach der Superzentri- 
fugierung zeigte, daB die Girungsaktivitit des Extraktes nach dieser 
intensiven Zentrifugierung unveriindert erhalten war (Fig. 7). 


Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 1 ccm Macerations- 
saft + 0,1 g Glucose + 0,5 cem Puffer + 0,1 ccm hexosediphosphorsaures Na. 
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Fig. 7. 


Die Induktion, die bei Garungsversuchen mit Macerations- 
siften auch in Gegenwart von hexosediphosphorsaurem Na hiufig 
auftritt, kann durch Zugabe von einer kleinen Menge Acetaldehyd 
behoben werden. Beispiele der Induktionsaufhebung durch Acet- 
aldehyd sind gegeben in Fig. 3 und vor allem in Fig. 6. 


Die Haltbarkeit der Macerationssifte ist ziemlich beschrankt, 
auch wenn die Priparate im Kiihlschrank aufbewahrt werden. Wie 
folgender Versuch zeigt, besitzt ein derartiger, gealterter Macera- 
tionssaft, der sein Girungsvermégen vollstandig eingebiiBt hat, 
unter Umstiinden noch das Vermégen Methylenblau rasch zu 
reduzieren. 


Zu jeder Reduktionsprobe (Gesamtvolumen 2ccm): 1cem Macerationssaft 
+ 0,1 g Glucose + 0,1 ccm hexosediphosphorsaures Na + 200 y Methylenblau. 
In 4 Reduktionsproben mit 0 bzw. 0,25, 0,5 und 1 ccm Puffer sind 
bei 30° die entsprechenden Reduktionszeiten 2’, 2°30”, 8’10” und 3’ 45”. 
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In denselben Reaktionsmischungen (jedoch ohne Methylenblau) findet wihrend 
5 Stunden keine Girung statt, auch nicht nach Zugabe von Acetaldehyd 
und Co-Zymase. Zu diesen Versuchen muB allerdings bemerkt werden, 
da8 Infektion nicht mit Sicherheit ausgeschlossen ist. 

Aus unseren Macerationssiften kann das Flavinenzym in 
guter Ausbeute isoliert werden. Aus 1 kg unserer Trockenhefe 
yom Typus B hat Dr. H. Theorell 29 g Fermentpriparat mit 
einem Gehalt von 0,54 ¢ reinem Ferment darstellen kénnen. 
(Privatmitteilung.) 

Versuche, aus der hiesigen Oberhefe durch Autolyse die Zymase 
in Lésung zu bringen, haben bisher keine positiven Ergebnisse 
vebracht. 


Diese Arbeit ist die II. Mitteilung aus der von Prof. J. Runn- 
strém gegriindeten Forschungsgemeinschaft fiir experimentelle 
Biologie, welche von der Rockefeller Foundation unterstiitzt 
wird. Prof. J. Runnstrém danken wir auch an dieser Stelle 
fiir wertvolle Ratschlige. 
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Die Acridinsalze der Adenosinpolyphosphorsauren. 
Von 
Th, Wagner- Jauregg. 
Mit 2 Figuren auf Tafel I. 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Marz 1936.) 


Die Isolierung der Adenosintriphosphorsiure und Adenosin- 
diphosphorséure aus Muskulatur’) und aus Hefe?) erfolgt in Form 
ihrer Schwermetall-(Ag, Hg, Cu)- oder Erdalkali-(Ba, Ca)-Salze, die 
zum Teil mikrokrystallinisch sind. Gut krystallisierende Verbin- 
dungen der genannten Nucleosid-polyphosphorsiuren wurden bis 
jetzt nicht beschrieben. In den meisten Fiillen zeigen die Alkaloid- 
salze organischer Phosphorsiureester gutes Krystallisations- 
vermégen; im Falle der Adenosintriphosphorsaiure waren aber Ver- 
suche, krystallisierte Morphin-, Brucin- oder Strychninsalze zu 
erhalten erfolglos*). Die Darstellung charakteristischer, krystalli- 
sierter Verbindungen von Adenosinpolyphosphorsiuren erscheint 
wichtig fiir den Vergleich und die Identifizierung von Priparaten, 
die aus verschiedenem Ausgangsmaterial dargestellt wurden. Aber 
auch zur niheren analytischen Kennzeichnung von Adenosinpoly- 
phosphorsiiurepriparaten und zum Nachweis ihrer Einheitlichkeit 
wiren krystallisierte Derivate sehr erwiinscht. 

Es wurde nun gefunden, daB die Adenosinpolyphosphorsiuren 
charakteristische Acridinsalze geben. Es sind dies eigelbe, 
durch ihren Schmelzpunkt definierbare Substanzen, die in Wasser 
in der Kilte schwer, in der Hitze viel leichter léslich sind und 


') K. Lohmann, Naturw. 17, 624 (1929); Biochem. Z. 233, 460 (1931), 
272, 24 (1934); 282, 104, 109 (1935); C. H. Fiske u. Subbarow, Science 
(N. Y.), 70, 382 (1929). K.H. Barrenscheen u. W. Filz, Biochem. Z. 
250, 281 (1932). 

2) K. Lohmann, Biochem. Z. 203, 164 (1928) ; 241, 67 (1931);Th.Wagner- 
Jauregg, Diese Z. 238, 129 (1936); H. v. Euler, E. Adler u. Pétursson, 
Sv. Kemisk Tidskr. 47, 249 (1935); N. Das, ebenda 48, 22 (1936). 

5) Vgl. Barrenscheen u. Filz, a.a.O. 287. Dagegen konnte 
K. Lohmann (unveréffentlichte Versuche) krystallisierte Alkaloidsalze der 
Adenosintriphosphorsiure darstellen (Privatmitteilung an den Verf.). 
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auskrystallisieren. Zur Darstellung kann man die waBrigen 
Lésungen der freien Adenosinpolyphosphorsiuren mit einer alkoho- 
lischen Acridinlésung versetzen oder man fallt eine schwach saure 
Lisung des Bariumsalzes des Nucleotides mit Acridin-Hydrochlorid. 

Kine Zusammenstellung der Zusammensetzung, Schmelz- 
punkte und Krystallformen der Acridinsalze der drei Adenosin- 
polyphosphorsiuren aus Muskulatur und der anorganischen Pyro- 


phosphorsiiure zeigt Tab. I. 


Tabelle I. 





Acridinsalz der 


I. Adenosintriphos- 
phorsiiure (ATP) 


II. Adenosindiphos- 
phorsiure (ADP) 


ili. Adenosinmono- 
phosphorsiiure 
(Muskeladenylsiure) 
(AMP) 

LV. Pyrophosphor- 
siiure (H,P,0,) 





Molares Verhiltnis 


unter Zers.) 


258—260° |2 H,P,O, : 3 Acridin 








Sdure : Base ') 


1 ATP: 2 Acridin 


1 ADP:1 Aecridin 


1 AMP: 1 Acridin 





Krystallform 


Feine, zu kugeligen 
Agegregaten vereinigte 
Nidelchen, gerade 
Ausléschung (Fig. 1, 
Taf. I). 
Prismat. Nidelchen, 
gerade Ausléschung 
(Fig. 2, Taf. I). 
Makroskopisch erkenn- 
bare, derbe, prismat. 
Nadeln. 


Grobe, abgeschriigte 

Prismen (schrage Aus- 

lésch.,schitzungsweise 
15—20°). 


Von den Acridinsalzen der 3 angegebenen Nucleotide ist 
dasjenige der Adenosindiphosphorsiure in heifem Wasser am 
schwersten léslich; auf Grund dieser Tatsache diirfte es méglich 
sein, aus Gemischen die Adenosindiphosphorsiure abzutrennen. 
Da die Acridinsalze der Adenosinphosphorsiuren in kaltem Wasser 
schwer ldslich sind, lassen sich Acridinsalzlésungen auch zur 
Faillung dieser Verbindungen verwenden. 

Zur Regenerierung der Adenosinpolyphosphorsauren 
aus ihren Acridinsalzen werden deren wiBrige Suspensionen mit 


1) Von der Adenosintriphosphorsiure konnte auch ein Salz mit 3 Molen 


Acridin erhalten werden. 


Ob auBer diesem und den in der Tab. I an- 


gegebenen Salzen noch solche mit anderem molaren Verhiltnis Siure : Base 


existenzfiihig sind, wurde nicht niiher untersucht. 
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wenigen Tropfen Sodalésung versetzt, bis die gelbe Farbe nach 
weiB umschligt. Das Acridin lift sich aus der schwach alkalischen 
Lisung mit Ather ausschiitteln. Die Bestimmung des Verhiilt- 
nisses leicht: schwer hydrolysierbare Phosphorsaure ergab bei der 
regenerierten Adenosintriphosphorsiure genau 2:1, bei der 
Adenosindiphosphorsiure genau 1:1, wie dies fiir die reinen 
Verbindungen zu erwarten ist’). 

Vielleicht eignen sich Acridinsalze auch zur Charakterisie- 
rung von Phosphorsaureestern, bei denen Krystallisationsversuche 
bisher erfolglos waren (z.B. Co-Zymase oder Warburgsches Co- 
Ferment). Vor den Alkaloidsalzen besitzen die Acridinsalze den 
groBen Vorzug, daB infolge des niedrigeren Molekulargewichtes 
der basischen Komponente die analytische EKigenart der Saure 
in ihnen nicht zu sehr verwischt ist. 


K. Lohmann’) fand, da8 bei der Einwirkung von salpetriger Siure 
auf Adenosintriphosphorsiure Inosintriphosphorsiure gebildet wird. Nach 
K. H. Barrenscheen und Mitarbeitern*) soll dagegen bei der Einwirkung 
von Eisessig—Nitrit auf Adenosintriphosphorsiiure eine damit isomere Ver- 
bindung entstehen, deren Silbersalz 4 Atome Silber im Molekiil enthiilt, 
wiihrend im gew6éhnlichen Silbersalz nur 3 Atome Ag gebunden sind. 
Ich beabsichtigte, auch ein Acridinsalz der angeblich isomeren Adenosin- 
triphosphorsiiure von Barrenscheen darzustellen. Das nach der Vorschri(ft 
von Barrenscheen erhaltene Silbersalz besaB einen Quotienten von 


leicht + schwer abspaltbar P,O, 
leicht abspaltbar P,O, 


wihrend fiir eine Adenosintriphosphorsiiure dieser Quotient nach K. Loh- 
mann 1,5 ist. Zur weiteren Reinigung wurde das Silber- in das Bariumsalz 
verwandelt. Durch mehrmaliges Waschen mit Wasser konnte daraus eine 
geringe Menge einer wasserléslichen Fraktion abgetrennt werden, wihrend 
die Hauptmenge des Ba-Salzes in Wasser unldslich, léslich in 3°/,iger Essig- 
siure war. Die gefundenen analytischen Daten fiir die zwei Fraktionen 
waren: 





- = 1,72, 


s+] 
I. Wasserlésliche Fraktion: ~ * P.O, = 1,78. 


‘ s+] , i 
If. Wasserunlésliche Fraktion: ae P,O;,=1,68; Verhiltnis P: N=8: 4,5. 


Berechnet fiir ATP: ma P.O; = 1,5; Verhiltnis P: N = 8:5. 


Die analytischen Befunde zeigen, dab das Bariumsalz (II) nicht einheitlich 
war. Wahrscheinlich lag ein Gemisch von 2 Molen Inosintriphosphorsiure 





1) K. Lohmann, a.a. O. u. Fiske u. Subbarow, a. a. O. 
2) Biochem. Z. 287, 458 (1981); 254, 317 (1982). 

5) a. a. O. und Biochem. Z. 265, 141 (1933). 

‘) s = schwer abspaltbar; / = leicht abspaltbar. 
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und einem Molekiil Inosindiphosphorsiiure') vor. Fiir ein derartiges Ge- 


‘ : : s+l P 
menge berechnen sich die Quotienten: ee P.O, = 1,6 und P: N = 8: 4,5. 


Diese Versuche bestiitigen demnach die Angabe von Lohmann, daB bei 
der Einwirkung von salpetriger Siure auf Adenosintriphosphorsiiure die 
Aminogruppe durch die OH-Gruppe ersetzt wird. 


Beschreibung der Versuche. 


Reinigung des Acridins: Die kiufliche Base wurde 3 mal aus 
Alkohol-Wasser umkrystallisiert und die benzolische Lisung des so er- 
haltenen Produktes durch ein mit Aluminiumoxyd gefiilltes Rohr filtriert. 
Das Al,O, adsorbierte Verunreinigungen aus der Lésung heraus. Nach dem 
Abdampfen des Benzols wurde noch einmal aus Alkohol umkrystallisiert. 
Das urspriingliche Rohprodukt zeigte im Licht der Analysenquarzlampe 
fahlblaue, die Krystalle des gereinigten Acridins rein gelbe Fluorescenz. 
Schmelzp. 107° (unkorr.). 


I. Adenosintriphosphorsaures Acridin. 


A. 1ATP x 2 Acridin. — a) Aus der freien Siure: 275 mg Barium- 
salz der ATP (aus Kaninchenmuskulatur?)] + 0,5 cem H,O + 1,33 ccm n/1- 
H,SO,; zentrifugieren. Bariumsulfatniederschlag mehrmals mit wenig Wasser 
auswaschen. Vereinigte Lisungen mit 180 mg Acridin (3,2 Mole), in wenig 
warmem Alkohol gelést, versetzen. Ausfallenden, gelben Niederschlag durch 
Erwirmen zur Lésung bringen und erkalten lassen. Produkt einmal aus 
heiBem Wasser umkrystallisieren und iiber P.O, im Vakuumexsiccator 
trocknen. Durch mehrmalige Umkrystallisation wird das Salz nicht reiner, 
sondern es tritt Zersetzung auf, unter teilweiser Abspaltung der leicht 
hydrolysierbaren Phosphorsiiure aus der ATP. Schmelzp. (im zugeschmol- 
zenen Réhrchen): 209° (unkorr., unter Zers.; nach vorheriger Dunkelfiarbung). 

b) Aus dem Bariumsalz: 275 mg Bariumsalz der ATP in 3 ccm 
H,O + 0,4 cem n/1-HCl gelést und mit 180 mg Acridin (3,2 Mole), in 3 ccm 
n/2-HCl gelést, versetzt; es fillt ein gelber Niederschlag. Mit 2n-NaOH 
bis zur eben noch kongosauren Reaktion (Kongopapier soll schwach violett 
gefirbt werden) versetzen und sofort zentrifugieren. Niederschlag 1 mal 
mit Alkohol-Ather, 1mal mit Ather zwecks Entfernung iiberschiissigen 
Acridins waschen und 1 mal aus heiBem Wasser umkrystallisieren. (Krystalle 
Fig. 1, Taf. 1). Gerade Ausléschung. Schmelzpunkt wie unter a) angegeben. 


a) 4,145 mg Subst.: 6,73 mg CO,, 1,61 mg H,O (mit K,Cr,O, ver- 
brannt). — 3,758, 3,600 mg Subst.: 0,378 (21°, 749 mm), 0,367 (21°, 750 mm) 
ecem N,. — 5,061, 5,257 mg Subst.: 37,225, 38,475 mg Ammoniumphosphor- 
molybdat. ; 

b) 4,268 mg Subst.: 6,92 mg CO,, 1,74 mg H,O (mit K,Cr.0, verbr.). — 
4,494 mg Subst.: 7,115mg CO,, 1,80mg H,O; 0,177 mg Riickstand. — 4,267 mg 
Subst.: 6,77 mg CO,, 1,59 mg H,O (mit CuO verbr.). — 3,275, 3,212 mg 





1) Die Diphosphorsiure entsteht vielleicht aus der Triphosphorsiure 
durch Siurehydrolyse; man 1aéBt mit NaNO, in 55°/,iger Essigsiiure 4 Stun- 


den stehen. 
*) Dargestellt nach K. H. Barrenscheen u. W. Filz, a.a. O. 
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Subst.: 0,318 (20°, 750 mm), 0,316 (19°, 746 mm) ccm Ny. — 3,947, 4,544 mg 
Subst.: 29,9, 34,833 mg Ammoniumphosphormolybdat. 


C,,oH,,.0:3N;P; 2 C,,H,N = 865.4 


Ber. C 49,9 H 38,96 N 11,31 P 10,72 
1,2 CioH160,3N;Ps°2 C,;H,N-4 H,0 = 1039 
. C 43,89 H 4,39 N 10,78 P 10,75 
Gef. a) ,, 44,28 4,85 , 11,51, 11,68 —,, 10,68, 10,63 
b) ,, 44,27 4,57 ., 11,16, 11,29 ,, 11,00, 10,97 


5, 43,18, 43,27 5» 4,48, 4,17 
Bei der CH-Bestimmung blieb im Schiffchen als Riickstand ein 
schwarzes Kérnchen, offenbar Kohle in geschmolzener Metaphosphorsiure 
eingeschlossen. Auch die Verbrennung in Gegenwart von CuO oder K,Cr,0, 
ergab gegeniiber der Theorie zu tiefe C-Werte. Die gefundenen Analysen- 
werte sprechen dafiir, daB in dem Acridinsalz nicht 2 Mole der Base mit 
genau 1 Mol ATP vercinigt waren, sondern mit etwas mehr Siure (un- 
gefiihr 1,2 Molen). 
Phosphatanalyse der regenerierten ATP: 
Gef. [kolorim. ')] 
direkt (anorgan. P,O,) . . . . . . . 0,00 mg P,O, in 1 cem Lésung 
7 Minuten in n/1-HCl bei 100° (leicht ab- 
spaltb. P,O,) i os. « «13 « 
nach Veraschung (Gesamt-P,O;). . . 0,170, , 4 1 = 4; 
leicht + schwer abspaltb. P,O, 
leicht abspaltb. P,O, 7 
B. 1 ATP x 3 Acridin. 300 mg Silbersalz der Muskel-Adenosintriphos- 
phorsiure in wiBriger Suspension mit H,S zersetzt. Luft durch Lésung 
gesaugt und 240 mg Acridin (4 Mole), in wenig heiBem Alkohol gelést, zu- 
gegeben. Niederschlag mehrmals aus heifem Wasser umkrystallisiert: 
schéne, eigelbe Nadeln. (Ausléschung ungefihr 45°.) Im Vakuumexsiccator 
iiber CaCl, getrocknet. 
4,667 mg Subst.: 0,400 ccm N, (18°, 745 mm). — 4,488 mg Subst.: 
25,805 mg Ammoniumphosphormolybdat. 
C19>H,.0:13N;P3°3 C,sH,N-6 H,O = 1152,4 
Ber. N 10,13 P 8,42 Gef. N 9,86 P 8,35. 
Phosphatanalyse der regenerierten ATP: 
Gef. in 1 eem Lésung (kolorim.) 





Ber = 1,5. Gef. 1,48. 


eet. tk wee wo ~ o ORR PA: 
7 Minuten in n/1-HCl bei 100° 0,213 ,, ,, ; leicht abspaltbar: 0,209 mg 
nach Veraschung ... . . 0,316 ,,  ,,  ; leicht + schwer 


abspaltbar: 0,316 _,, 
leicht altb. P,O, 
eicht + schwer abspaltb. P.O, so i, Gef. 1,51. 


Ber. title a 
- leicht abspaltb. P,O, 





') K. Lohmann u. L. Jendrassik, Biochem. Z. 178, 419 (1926). Diese 
Bestimmungen wurden von den Herren Ph. Schuster und K. Schréder 
in der Abteilung Prof. O. Meyerhof ausgefiibrt. 
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II. Adenosindiphosphorsaures Acridin (1 ADP x 1 Aeridin). 

Darstellung aus 185 mg Bariumsalz der ADP’) + 0,5 cem H,O + 1 ccm 
n/1-H,SO, und 90 mg Acridin (2 Mole), wie unter a) S. 192 angegeben. Ist 
in heiBem Wasser viel schwerer léslich als das entsprechende Acridinsalz 
der Adenosintriphosphorsiiure. Krystalle (Fig. 2, Taf. I) vom Schmelzp. 215° 
(unkorr., unter Zers.). 

4,119 mg Subst.: 6,90 mg CO,, 1,682 mg H,O. — 4,845, 3,488 mg 
Subst.: 0,564 (21°, 737 mm), 0,414 (21°, 737 mm) cem N,. — 3,610 mg 
Subst.: 25,580 cem Ammonium-phosphormolybdat. 

CioH;0;.NsP2°C,sHN = 606,3 
Ber. C 45,51 H 3,95 N 13,85 P 10,21 
Gef. ,, 45,69 , 4,40 ,, 18,11, 13,36  ,, 10,29. 


Phosphatanalyse der regenerierten ADP. 
Gef. in 1 cem Lésung (colorim.) 

direkt . .... =. . « « 0,082 mg P,O, 

7 Minuten bei 100° in n/1-HCl 0,116 mg P,O,, leicht abspaltbar 
PO, = 0,084 mg I 

nach Veraschung .. . . . 0,208 mg P,O,, leicht + schwer abspaltbar 
P,O; = 0,176 mg II 

Ber. II/I = 2,0 Gef. II/I = 1,99. 


Ili. Muskeladenylsaures Acridin (1 AMP x 1 Acridin). 

295 mg Muskeladenylsdure (Priparat der Firma Dr. Georg Henning, 
Berlin-Tempelhof, 4 mal aus Wasser umkrystallisiert) in wenig heiBem 
Wasser gelést und mit 152 mg Acridin (1 Mol), in wenig heiBem Alkohol 
gelést, versetzt. Der sofort ausfallende Niederschlag wurde 2 mal aus 
heiBem Wasser umkrystallisiert. GroBe, schéne, dottergelbe, prismatische 
Nadeln. Schmelzp. 208° (unkorr., unter Zers., nach vorheriger Dunkel- 
firbung). Uber CaCl, i. V. getrocknet. 

4,116 mg Subst.: 7,665 mg CO,, 1,805 mg H,O. — 3,349, 3,392 mg 
Subst.: 0,446 (21°, 744 mm), 0,447 (20°, 747 mm) cem N,. — 5,062 mg Subst.: 
19,106 mg Ammonium-phosphormolybdat. 

C,,H,,0,N;P-C,,H,N-H,O = 544,3 
Ber. © 50,70 H 4,82 N 15,45 P 5,70 
Gef. ,, 50,79 ,, 4,91 ,, 15,14, 15,09 ,, 5,48. 


IV. Pyrophosphorsaures Acridin (2 H,P,0, x 3 Acridin). 

800 mg pyrophosphorsaures Silber in Wasser mit Schwefelwasserstoff 
zersetazt + 720 mg Acridin (3 Mole) in wenig warmem Alkohol gelést, 3 mal 
aus heiBem Wasser umkrystallisiert, Schmelzp. 258—260° (unkorr.). 

4,360 mg Subst.: 8,48 mg CO,, 1,63 mg H,O (mit K,Cr,O, verbrannt). 

- 4,621, 4,277 mg Subst.: 0,189 (20°, 742 mm), 0,188 (21°, 742 mm) ccm Ny. — 
4,588, 4,667 mg Subst.: 43,04, 44,00 mg Ammoniumphosphormolybdat. 
2H,P,0,-3 C\;H,N = 893,4 
Ber. C 52,38 H3,95 #£N 4,71 P 13,89 
Gef. ,, 53,04 ,, 4,18  ,, 4,66, 4,98  ,, 18,64, 13,69. 

1) Fiir die Uberlassung dieser Substanz bin ich Herrn K. Lohmann 
zu sehr groBem Danke verpflichtet. Darstellung vgl. K. Lohmann, Bio- 
chem. Z.a. a. O. 
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Phosphatanalyse der regenerierten Pyrophosphorsiure, 
Gef. in 1 cem Lésung (colorim.). 


direkt (anorgan.). . . . . . « 0,038 mg P,O, 
7 Minuten in n/1-HCl bei 100° . . . 0,390 mg P,O, 
nach Veraschung ..... . . . 0,390 mg P,O,. 


Umsetzung der Adenosintriphosphorsaéure mit salpetriger Saure. 


Nach der Vorschrift von K. H. Barrenscheen und W. Filz. 


a. a. O. S. 293. 
Silbersalz: 
Gef. P,O, (colorim.). 

I direkt (anorgan.) . . i = Ae, 
II 7 Minuten bei 100° in n/1- “HCL ( (anorgan. “+ leicht hydneiguie,; 14,9 °%, 
III nach Veraschung (Gesamt-P,O,) . . . . . . .. . « « 24,4 %, 

m—I 179 
TI’ 


Bariumsalz: Ag-Salz mit H,S zersetzt, Lésung entliiftet und mit 
Bariumacetat und Alkohol gefillt. 


a) Wasserlésliche Fraktion: 
Gef. P,O, (colorim.) 


I direkt (anorgan.). . . - a « See’, 
II 7 Minuten bei 100° in n/1- HCI ( (anorgan. a leicht hydechyeiert) 11,82°/, 
III nach Veraschung (Gesamt-P,O,) . . ...... =. +. =. 20,80, 

II—I 
— 


b) Wasserunlésliche Fraktion (Hauptmenge): 
Gef. P,O; (colorim.). 


I direkt (anorgan.). . . 0,13, 
II 7 Minuten bei 100° in n/1- HC! ceean. + leicht bpitusipstent.) 14,70 °/, 
III nach Veraschung (Gesamt-P,O,) . . ..... . . . « 28,83%, 
IiI—I 
TIL = 1,63. 


N-Bestimmung [nach Kjeldahl], Veraschung nach A. Friedrich unter 
Zusatz von Jodwasserstoffsiure ’)]: 
4,317, 5,056 mg Subst.: 2,24, 2,50 cem n/100-HCI, 
Gef. N7,26 P 7,09 P:N = 38:4,5. 


1) Vgl. Pregl-Roth, ,,Die quantitative organische Mikroanalyse“, 
Berlin 1935, Verlag J. Springer. Die Stickstoffbestimmung nach Dumas 
liefert hier, ebenso wie bei adenosintriphosphorsaurem Barium, zu tiefe 
Werte. Im Silbersalz der Adenosintriphosphorsiure li8t sich dagegen der 
Stickstoffgehalt durch Verbrennung nach Dumas ohne Schwierigkeit er- 
mitteln. 
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Trennung von «-Glycerophosphatase und Pyrophosphatase 
aus Unterhefe. 


Von 
Erwin Bauer. 


Mit 5 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Februar 1936.) 


Vor kurzem wurde iiber die Darstellung von Pyrophosphatase 
berichtet, die nicht imstande war, «-Glycerophosphat anzugreifen ’). 
Durch besonders geleitete Thermoinaktivierung lie8 sich namlich 
die Fahigkeit der Unterhefenphosphatase*) zur e-Glycerophosphat- 
spaltung beseitigen, ein wesentlicher Teil ihrer pyrophosphatatischen 
Kraft aber beibehalten. Obgleich es dieses Ergebnis sehr wahr- 
scheinlich machte, daB die Hydrolyse von a-Glycerophosphat und 
Pyrophosphat durch zwei verschiedene in der Unterhefenphos- 
phatase vorhandene Fermente erfolgte, war die Méglichkeit im 
Auge zu behalten, daB die thermische Destruktion einen spezi- 
fitatserweiternden Begleitstoff betraf. Um dies auszuschlieBen, 
muBte die Darstellung pyrophosphatasefreier «-Glycerophosphatase 
gefordert werden, die nunmehr gelungen ist. Durch Adsorption 
an Tonerde C, bei schwach alkalischer Reaktion konnte die pyro- 
phosphatatische Wirkung der Unterhefenphosphatase unter Er- 
haltung eines betrachtlichen Teiles ihrer Aktivitait gegen «-Glycero- 
phosphat beseitigt werden. 

Die Vorstellung, daB organische Phosphorséureester und an- 
organisches Pyrophosphat von verschiedenen Fermenten hydroly- 
siert werden, hat 1928 Kay*) und 1931 Roche’) geiuBert. Kay 
land fiir tierische Gewebsextrakte verschiedene p,,-Optima der Pyro- 
phosphat- und Glycerophosphatspaltung, aber iibereinstimmende 
Verteilungsgrade. Dagegen beobachtete Roche, gleichfalls an 


*) Vgl. **). Mit ,,Unterhefenphosphatase“ werden in dieser Arbeit 
Enzymlésungen verstanden, die nach dem angegebenen Verfahren®*) aus 
Troeckenunterhefen dargestellt sind. Sie enthalten ,,«-Glycerophosphatase“ 
und ,,Pyrophosphatase“. 
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tierischem Material, wechselnde phosphatatische Leistungen be- 
sonders an Glycerophosphat und Pyrophosphat. Beide Autoren 
glaubten ihre Befunde mit dem Vorhandensein verschiedener un- 
abhiingiger Fermente erkliren zu sollen, nimlich einer Pyro. 
phosphatase und einer Phosphoesterase. Jedoch sind ihre Er- 
gebnisse auch ohne das Postulat substratspezifischer Fermente 
verstiindlich. Man kénnte in Betracht ziehen, daB Enzymsubstrat- 
verbindungen mit gleicher Knzym-, aber verschiedener Substrat- 
komponente elektrochemisch divergieren, und weiter, daB in ver- 
schiedenen Zellarten verschiedene isodyname Varietiiten (isodynam 
hinsichtlich des qualitativen, nicht aber quantitativen Verhaltens) 
der Phosphatase enthalten sind, bzw. verschiedene Begleitstoff- 
systeme. Diese Erklirungen versagen gegeniiber den Angaben der 
Schule Akamatsu. Die japanischen Autoren beschreiben die 
Auflésung unspezifischer Phosphatasengemische in  spezifische, 
selbstiindige Komponenten. So berichtete Kurata‘) iiber die Dar- 
stellung von ,,Pyrophosphatase“ und ,,Monoesterase“ mit saurem 
p,-Optimum und analog Takahashi’) iiber die alkalischen Varie- 
titen. Ohne auf diese beiden Veréffentlichungen naher einzugehen, 
soll auf eine neuere Arbeit von Satoh®*) Bezug genommen werden, 
in welcher die japanischen Erfahrungen iiber Phospatasenspezifitit 
verwertet sind. Satoh befaBte sich hier mit der Konstitution 
der Adenosintriphosphorsiure. Auf Grund von Abbauversuchen 
mit spezifischen Phosphatasen gelangte er zu einer Formulierung, 
die von der Lohmannschen’) insofern abweicht, als die Phos- 
phatgruppen an zwei Stellen des Riboserestes lokalisiert werden, 
namlich in Pyrophosphorsiureesterbindung am 3C-Atom und in 
Monoesterbindung am 5C-Atom. Ein so strukturierter Ester ist 
nach Satoh unter Abspaltung je eines P-Atomes sowohl durch 
Pyrophosphatase als auch durch Monoesterase angreifbar. Obgleich 
nun Unterhefenphosphatase beide Enzyme in reichlichen Mengen 
enthalt, greift sie Adenosintriphosphorsiure iiberhaupt nicht an. 
Unter den gleichen Versuchsbedingungen werden sowohl e-Glycero- 
phosphat (= Monoester) als auch Pyrophosphat kriftig gespalten. 
Augenscheinlich widerspricht dieses Ergebnis nicht allein den 
Angaben von Satoh, sondern den Vorstellungen der japanischen 
Forscher im allgemeinen. Wie sich dieser Widerspruch lésen liBt, 
muB einstweilen dahingestellt bleiben. Es ist aber zu betonen, 
daB die a-Glycerophosphatase weder als Monoesterase schlechthin, 
noch als a-Monoesterase speziell bezeichnet werden kann, wenn 
ihr charakteristisches Verhalten zum Ausdruck gebracht werden 
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soll. Sie ist — nach unseren derzeitigen Kenntnissen — spezifisch 
auf «-Glycerophosphat eingestellt und greift vergleichsweise Mono- 
phenylphosphat, 8-Glycerophosphat, Phosphoglycerinsdure( = Mono- 
ester im allgemeinen), Robisonester, Hardenester und Neuberg- 
ester (= a-Monoester im besonderen) etwa gleich triage an®»), Ihre 
Eigenschaften erinnern unter den bekannten Phosphatasen am 
ehesten an die Erythrocytenphosphatase von Roche (a. a, 0O.), 
doch bestehen auch dieser gegeniiber ausgeprigte Unterschiede. 
Beispielsweise sei daran erinnert, daB Himolysate, abnlich dem 
Hefenferment, zwar «-Glycerophosphat schneller spalten als 
6-Glycerophosphat, daB sie aber Monophenylphosphat noch leichter 
hydrolysieren als «-Glycerophosphat. 

Mit der Feststellung der Trennbarkeit von a-Glycerophos- 
phatase und Pyrophosphatase soll die Frage nach der Kinheitlich- 
keit der Phosphatasen neuerlich zur Diskussion gestellt werden. 
Bekanntlich sind die Eigenschaften dieser Fermente herkunfts- 
bedingt betrichtlichen Schwankungen unterworfen und es erscheint 
noch recht ungewiB, in welchem AusmaBe Begleiter an dem 
Zustandekommen der Unterschiede mitwirken oder ob nicht viel- 
mehr Gemische verschiedener Fermente mit sehr ahnlichen Kigen- 
schaften vorliegen*). Vielleicht kénnte mit der Methodik der 
Stabilititskurven auch die Frage geklart werden, ob mit spezifisch 
auf a«-Glycerophosphat eingestellten Phosphatasen -spezifische 
korrespondieren. Sollte dies der Fall sein, dann scheint die gréBte 
Aussicht fiir eine experimentelle Beweisfiihrung bei der Davies- 
schen®) Milzphosphatase vorzuliegen, die $-Glycerophosphat er- 
heblich intensiver spaltet als die a-Verbindung. Fiir Hefe ist 
bisher das Vorhandensein dreier voneinander trennbarer Phos- 
phatasen sichergestellt worden, nimlich der «-Glycerophosphatase 
[,,Hefephosphatase“ der ersten Mitteilung®”)], der Pyrophospha- 
tase), beide in der Nahe des Neutralpunktes optimal wirksam 
und der Albersschen Oberhefenphosphatase!®») [Hexosediphos- 
phatase der ersten Mitteilung!°*)] mit stiirker saurem Wirkungs- 
optimum und weniger ausgeprigter Spezifitat. Mit Riicksicht auf 
die Spaltbarkeit von f-Glycerophosphat durch Unterhefen und 
deren Extrakte war friiher die Existenz eines zweiten Fermentes, 
gegebenenfalls einer $-Glycerophosphatase erwogen worden, doch 
konnte diese Frage noch nicht entschieden werden®’*), Zuletzt 
haben H. und E. Albers?) dieses Ferment auf Grund von 

*) Vgl. auch W. Schuchardt, Biochem. Z. 278, 164 (1935). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXIX. 15 
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p,,-Kurven gefordert. Diese Autoren fanden namlich an £-Glycero. 
phosphat in der Nahe des Neutralpunktes eine Unstetigkeit der 
p,-Funktion. Jedoch erscheint es méglich, daB diese Unstetigkeit 
auf einer Uberlagerung zweier Wirkungen der «-Glycerophos- 
phatase beruht, erstens ihrer Affinitét zu -Glycerophosphat*) 
und zweitens der vorzugsweisen Zerlegung der in dem Substrat 
enthaltenen Reste des «-Isomeren**). Das Vorkommen eines 
homologen, f-Glycerophosphat spaltenden Fermentes in Unter- 
hefen wird mit Sicherheit nur priparativ zu entscheiden sein. 

Uber Pyrophosphatspaltung durch Hefe-Plasmolysate haben 
1931 Liiers, Zychlinsky und Bengtsson) berichtet. Liiers c.s, 
fand abnormalen Reaktionsverlauf (Induktion!), der erst durch be- 
sonders geleitete Plasmolyse einigermaBen regelmaBigen Charakter 
annahm. Es ist klar, daB nach der angegebenen Methode frisch 
dargestellte Enzymlésungen Veriinderungen unterworfen sind, 
welche die eigentliche Pyrophosphatspaltung iiberlagern. Auch 
kénnte das Pyrophosphat direkt oder iiber sein Zerfallsprodukt 
an den autolytischen Prozessen teilnehmen. Lohmann?’ beob- 
achtete gleichfalls eine Art Induktion der Pyrophosphatspaltung 
und erklirte sie mit unzureichendem Magnesiumgehalt. Unter 
den weiter unten angefiihrten Bedingungen wurde stets linearer 
Spaltungsverlauf gefunden. Das von Liiers, Zychlinsky und 
Bengtsson angegebene p,,-Optimum der Pyrophosphatase ist zu 
bestitigen. 

An verschiedenen Darstellungen von Unterhefenphosphatase 
wurde beobachtet, daB gleichen Spaltungsgraden von e-Glycero- 
phosphat bzw. Pyrophosphat entsprechende Fermentmengen um 
etwa eine Zehnerpotenz differierten, mit anderen Worten, da wir 
Fermentmengen und Fermentwirkungen behelfsweise proportional 
zu setzen haben (auch fiir verschiedene Fermente, solange deren 
Wechselzahlen unbekannt sind), dab Unterhefenphosphatase 10 mal 
mehr Pyrophosphatase enthielt als «-Glycerophosphatase. Auf 
die quantitativen Verhiltnisse innerhalb der Hefenzelle kann aus 
diesem Befund natiirlich nicht zuriickgeschlossen werden, zumal 





*) Es sei nochmals darauf hingewiesen, daB alle bisher dargestellten 
Unterhefenphosphatasen §-Glycerophosphat angreifen konnten, aber sehr 
viel langsamer als a-Glycerophosphat. Mit groBen Enzymiiberschiissen ist 
8-Glycerophosphat beliebig aufspaltbar. 

**) Das Substrat wurde nach der enzymatischen Bestimmungsmethode *’) 
von Herrn F. Krumey, Prag untersucht, dem hierfiir bestens gedankt sei. 
Es enthielt etwa 10°/, «-Glycerophosphat. 











ycero- 
it der 
igkeit 
yhos- 
phat*) 
bstrat 
eines 
Inter. 
in. 

1aben 
8 Gs, 
n be- 
akter 
Tisch 
sind, 
Auch 
\dukt 
eob- 
tung 
Inter 
sarer 
und 
t zu 


tase 
ero- 

um 

wir 
onal 
eren 
mal 
Auf 
aus 
mal 


liten 
sehr 
1 ist 


le °°) 
sei. 








Trennung von a-Glycerophosphatase u. Pyrophosphatase aus Unterhefe. 199 





die a-Glycerophosphatase infolge ihrer Empfindlichkeit waihrend 
der Darstellung geschidigt wird. Vergleichende Enzymmessungen 
an lebendem Material wurden nicht versucht. Sie diirften solange 
yon geringem Wert sein, als der Einflu® der Zellinhaltsstoffe und 
anderer Faktoren (z. B. osmotische Verhiltnisse) auf das Verhalten 
der beiden Enzyme nicht abgeschitzt werden kann. Da aber 
Pyrophosphatase aus Unterhefen in erheblicher Menge isoliert 
werden kann, ist anzunehmen, daB sie im Zellstoffwechsel eine 
Rolle spielt. Man kénnte daran denken, daB sie an den um die 
Adenylpyrophosphorsiure gruppierten Reaktionen beteiligt ist. 
Wenn auch Unterhefenphosphatase unter den Versuchsbedingungen 
nicht imstande war, Adenylpyrophosphorsaéure unter Abspaltung 
anorganischen Phosphats anzugreifen, erscheint doch eine inter- 
mediire Beteiligung der Pyrophosphatase an der Heterophos- 
phatese von Euler und Adler’’) nicht von vornherein aus- 
geschlossen. Die Frage wird noch untersucht. 


Herrn Prof. Hans von Euler danke ich herzlich fiir die 
Férderung dieser Arbeit. 


Versuche. 


Substrate: Als Natriumsalze gelangten zur Verwendung: 


1. a-Glycerophosphat [Rhone-Poulenc*)), 

2. §-Glycerophosphat [Rhéne-Poulenc’*)], 

3. Pyrophosphat, dargestellt aus sekundirem Natriumphosphat nach 
Sérensen durch Entwisserung des Kahlbaumschen Priiparates, 

4, Adenylpyrophosphat gewonnen nach Barrenscheen und Filz") 
aus Kaninchenmuskulatur*™*). Das Na-Salz wurde durch Umsetzung des 
Bariumsalzes mit Natriumsulfat erhalten. Auf 8 Molekiile Gesamt-P entfielen 
genau 2 Molekiile leicht hydrolysierbarer P. 

Die Bestimmung des Substratphosphors (Total-P) erfolgte meist 
in der Weise, daB eine Substratmenge entsprechend etwa 50 y P, geldst in 
1—1,5 eem Wasser, mit 0,4 ccm konzentrierter Schwefelsiure (gegebenenfalls 
unter Zusatz von 2 Tropfen 4n-HNO,) bis zum Auftreten von Schwefel- 
siurenebeln eingeengt, dann noch 2mal nach Zugabe je eines Tropfens 
Perhydrol bis zur Nebelentwicklung erhitzt wurde. P-Bestimmung stufen- 
photometrisch nach Teorell"), Jeder P-Bestimmungsserie war ein Kontroll- 
ansatz mit bekannter P-Menge und gleicher Aciditiit beigegeben. 


*) Die Priparate wurden mir in liebenswiirdiger Weise von Herrn Doz. 
Dr. H. Albers iiberlassen, wofiir ihm auch an dieser Stelle bestens ge- 
dankt sei. 

**) Frl. Maj Malmberg danke ich auch hier fiir freundliche Hilfe 
bei der Aufarbeitung der Kaninchen. 


15* 
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Zu den Enzymbestimmungen diente nachstehender Normalansatz; 


Substrat entsprechend etwa 1100 y P, 

5 cem m/100-Magnesiumsulfat, 

Veronalpuffer nach Michaelis‘ (enthaltend 5 ccm Veronalacetat), 
Enzym, eine entsprechende Menge. 








Gesamtvolumen 25 cem, py 6,5, 30°, 60 Minuten. 


Die Versuchsmischungen wurden zu 24 ccm mit Wasser ergiinzt, im 
Thermostaten vorgewirmt, sodann 1 ccm Enzym in geeigneter Verdiinnung 
einpipettiert. Zur Zeit 0’ und 60’ wurden je 5 cem entnommen und in eine 
Unterbrecherlésung einflieBen gelassen, die aus 10,5 cem Wasser, 5 cem 
10°/,iger Trichloressigsiure und 1,5 cem Schwefelsiure (1:3) zusammen. 


gesetzt war. Nach Zugabe von 2 ccm Molybdat und 1 ccm Eikonogenlésungy 


wurden die Proben direkt photometriert (Messung gegen die O-Probe). De: 


Eiweibgehalt der Enzymlésung verursachte eine geringfiigige Opalescem— 


der Bestimmungsansitze («-Glycerophosphatase), was die P-Bestimmung 
jedoch nicht beeintrichtigte. Spaltungszahlen in y P beziehen sich auf 5 ccm 
des Ansatzes. 

Als Enzympriparate dienten, wie friiher beschrieben **), dargestelite, 
nach schonender Dialyse gegen Wasser durch Riickdialyse von Glycerin 
stabilisierte Glycerinextrakte aus Stockholmer Trockenhefe. Die Verdiinnung 


des Enzyms erfolgte stets knapp vor Beginn der Versuche (Eiskihlung!).§ 


Spezifitat der Stockholmer Unterhefenphosphatase. 


Tabelle 1. 


Normalansatz: P-Gehalt jedoch 770 y (Glycerophosphat-, Pyrophos- 
phat- bzw. leicht hydrolysierbarer Adenylpyrophosphorsiure-P). 











- it | a-Glycerophos- 6-Glycero- | ~ Adenylpyro- 
_ phat phosphat Pyrophosphat phosphat 


In 








Minuten} yP | % | rP| % |rP | % | xP | % | 














30 8,5 5,5 | 0,5 | 0,3 95 | 61,7 0,0 0,0 
60 16,4 | 106 | 1,2 | 08 | 186 | 888 | —05 | —0,8 
120 25,0 | 162 | 22 | 1,4 | 139 | 904 | -09 | -0,6 
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ZeitMin: 30° 60° = 90" ‘120’ 








Fig. 1. Spaltungsgeschwindigkeit verschiedener Substrate durch Unterhefenphosphatase. 
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Auch Stockholmer Unterhefenphosphatase zeigt den groBen Ge- 


schwindigkeitsunterschied zwischen «- und $-Glycerophosphatspaltung ®>*). 


Mit reineren Substraten hitte er noch deutlicher herauskommen miissen. 
Beachtlich ist die um eine weitere Zehnerpotenz gegen a-Glycerophos- 
phatase abgestufte Pyrophosphatasewirkung. Vermutlich kommt in der 
Hefezelle verhiltnismaBig viel mehr a-Glycerophosphatase vor, die infolge 
ihrer relativen Unbestindigkeit bei schwach saurer Reaktion durch die 


gewohnliche Dialyse gegen Wasser geschidigt wird. Vielleicht ist das in 
‘erhdhtem MaBe der Fall fiir die #-glycerophosphatspaltende Komponente 


des Hefeenzyms, deren Vorhandensein einstweilen nicht bewiesen erscheint. 


'(Vgl. weiter oben, ferner auch W. Schuchardt?).] 


Bestandigkeit der «-Glycerophosphatase und der Pyrophosphatase 
in Abhangigkeit vom p,,. 


Tabelle 2. 


Sechs mit je 5 ccm Michaelispuffer und 4 ccm Wasser beschickte 
Reagensrohre wurden eisgekiihlt und hierauf mit je 1 ccm Unterhefen- 
phosphatase versehen. Mit Ausnahme eines im Eis verbleibenden Kontroll- 
ansatzes wurden die iibrigen GefiBe zugleich in ein Wasserbad von 40° 
gebracht, 10 Minuten darin belassen und sogleich wieder auf EKisbad- 
temperatur heruntergekiihlt. Unmittelbar anschlieBend die Enzymbestimmung. 
Enzymmengen: 1 ccm des Inaktivierungsansatzes zur «-Glycerophosphatase- 
































bestimmung, zur Pyrophosphatasebestimmung der 10. Teil. Normalansiitze 
mit 11087 P. Zahlenbedeutung wie vorher. 
Erhitzungs-| —«-Glycerophosphat Pyrophosphat 
Pu ss : ameenenen er saneetneennn Saabemereomnanel 
in ° y P | */o oF | "lo 

6,1 0 29,1 | 13,6 54,0 24,4 
8,9 40 11,9 | 5,4 31,8 14,3 
7,6 40 125 | 5,6 49,0 22,1 
6,1 40 4,0 | 1,8 52,3 23,6 
4,9 40 34 | 1,5 28,4 12,8 
3,6 40 0,5 | 0,3 0,5 0,3 

[ii 

0: Pyrogh. 

1 a-G/, 

| | 

| 

| ‘ 

| \ 
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| l 4 1 i 

9 8 ; 3 + Py 


Fig. 2. Relative Bestandigkeit von a-Glycerophosphatase und Pyrophosphatase. 
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In Fig. 2 sind die aus Tab. 2 berechneten Quotienten «-Glycerophos- 


phat-/Pyrophosphatspaltung als Ordinaten aufgetragen, als Abszissen die Ff 


zugehérigen pg-Werte. DaB die lineare Berechnungsweise zulissig ist, 
geht hervor aus Tab. 3. Gemi8 Fig. 2 wire zu erwarten, daB die Ab. 
trennung der a-Glycerophosphatase am besten bei schwach saurer Reaktion 
nahe dem Optimum der Pyrophosphatasebestindigkeit vor sich gehen sollte, 
Dies konnte in der Tat gezeigt werden’) und ist hier nicht weiter zu belegen. 


Verschiedene Enzymmengen. 
Tabelle 3. 


Normalansatz mit 1108 y P. Die Verhiiltnisse sind aus der Tabelle 
ersichtlich. (Inaktivierung des Enzyms durch 10 Minuten langes Erhitzen 
der 1:10 verdiinnten Unterhefenphosphatase auf 80°. Danach keine Wir- 
kung auf a-Glycerophosphat und Pyrophosphat.) 






































Vollakt. UHP.| Inakt. UHP. | «-Glycerophosphat Pyrophosphat 
1:10 1:10 y P of, Y P lo 
0,25 cem 0,75 cem 10,1 4,6 —_ {| — 
0,50 cem 0,50 ccm 20,7 9,4 — ~~ 
1,00 ccm 0,00 cem 40,3 18,2 ane mee 
___ (2,00 ecm) (0,00 ecm) (66,0) (29,8) — — 
1:100 | 1:100 | | | 
0,25 ecem 0,75 cem —- | — 51 | 2,6 
0,50 cem 0,50 eem — | — 11.3 | 5,1 
1,00 cem 0,00 cem — ae 218 | 9,9 
(2,00 ecm) (0,00 cem a — (44,4) | (20,0) 
iy? 





h0eL, | 
| 
| 
Relative Enzymmengen: 


7 2 3 4 
Fig. 3. Enzymmengen und relative Spaltungen. 


Man sieht (Fig. 3), daB unter Bedingungen, welche der Thermoinakti- 
vierung weitgehend angepaBt sind, Enzymmengen und Umsiitze linear ver- 


kniipft sind. Das gilt fiir beide Enzyme. In einer vorhergehenden Arbeit | 
war die Kinetik der o-Glycerophosphatspaltung, allerdings unter anderen | 
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Versuchsbedingungen, weniger einfach gefunden worden*»). Hier betrigt 
die héchste als Berechnungsgrundlage dienende Spaltung noch nicht 20 °/,, 
a. a. O. war die kleinste gemessene Spaltung bereits 20,5 °/,. 


Verschiedene Substratkonzentrationen. 
Tabelle 4. 


Ansiitze: In die einzelnen Versuchskélbchen wurden Substrat, je 
i Tropfen Bromkresolpurpur (in 0,04 °/,iger wi8riger Lésung) und Magne- 
siumsulfat einpipettiert und das Volumen mit Wasser zu 14 ccm erginzt. 
Mit entsprechend verdiinnter Essigsiure wurde sodann anniihernd py 6,5 
eingestellt und zwar in der Weise, da mit héchstens 5 Tropfen (entspr. 
etwa 0,2 ccm) der beabsichtigte Zweck erreicht war. Erst jetzt erfolgte 
Pufferzusatz. Enzymmengen: 1 ccm Unterhefenphosphatase (1:10) zu den 
a-Glycerophosphat-, 1 ccm Unterhefenphosphatase (1:100) zu den Pyro- 
phosphatversuchen. Sonstige Bedingungen wie friiher. 





y P als a-Glycero- y P als Pyro- 
phosphat in 5cem]| y P abgespalten |phosphat in 5ccm] y P abgespalten 
des Ansatzes des Ansatzes 
99 7,8 59 18,7 
247 23,5 118 19,3 
988 70,0 236 20,4 
3552 141,0 472 18,1 











Die starke Abhingigkeit der phosphatatischen Leistung von der 
Substratkonzentration war fiir «-Glycerophosphat bereits friher gezeigt 
worden»), Vorstehend wird die «-Glycerophosphatase mit der Pyrophos- 
phatase verglichen. Diese besitzt augenscheinlich eine erheblich gréBere 
Substrataffinitét, ein SchluB, der sich auch dann ergibt, wenn das Kon- 
zentrationsgefille zwischen o«-Glycerophosphatase und Pyrophosphatase 


deriicksichtigt wird. 


p,,-Kurve der Pyrophosphatase. 
Tabelle 5. 


Ansiitze: Gesamtvolumen 40 cem, enthaltend 25 cem Michaelispuffer, 
1770 y P als Pyrophosphat und 1ccem Pyrophosphatase (Unterhefenphos- 
phatase war 1:10 verdiinnt, bei py 6,1 durch 10 Minuten langes Erhitzen 
auf 50° «-glycerophosphatasefrei gemacht und auf das 5,55 fache weiter 
verdiinnt worden). Der py wurde zu Beginn des Versuches stufenphoto- 
metrisch gemessen, zu Ende mit Indicatorpapier kontrolliert. Alle tibrigen 
Bedingungen wie fiir den Normalansatz angefiihrt. 











PH y P °/, Spaltung Pu yP °/, Spaltung 
8,9 8,3 3,6 5,8 6,4 2,9 
1,9 16,0 7,2 4,3 0,0 0,0 

1 8, 0,0 
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Durch graphische Interpolation (Fig. 4) ergibt sich der optimale p, 


zu etwa 6,6. 


Normalansatz mit 1108y P. AuB8erdem enthalten alle Reaktions- 
mischungen einen Tropfen Bromkresolpurpur. Enzymmengen 0,1 ccm bzw. 
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Fig. 4. DPy-Kurve der Pyrophosphatase. 


Magnesiumaktivierbarkeit. 
Tabelle 6. 


0,01 cem Unterhefenphosphatase. 











Magnesium- 
konzentration 











a-Glycerophosphat Pyrophosphat 
| yP | “lo 
: = 
0,0 | 0,0 
81 | 3,7 
548 | 24,8 
468 | 21,2 
322 | 145 
24,2 10,9 
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Der Tabelle entspricht Fig. 5. Das Konzentrationsoptimum liegt unter 
den Versuchsbedingungen bei etwa m/500-MgSO,. Es scheint, als ob die 
a-Glycerophosphatase gegen Uberdosierung von Magnesium empfindlicher 
reagiert als Pyrophosphatase. 


Adsorptionsverhalten. 
Tabelle 7. 


Vier Zentrifugenglischen wurden mit je 5ccm Michaelispuffer be- 
schickt und in Eis gestellt. Jedes Glas erhielt dann 2,5 cem Unterhefen- 
phosphatase und 0,5 ccm C,-Suspension (entsprechend 9,5 mg Al,O,) bzw. 
0,5 cem Wasser (Kontrolle). Nach mehrmaligem Umschiitteln wurde ab- 
zentrifugiert und unmittelbar anschlieBend in den Restlésungen die Ferment- 
aktivitét bestimmt. Zur a-Glycerophosphatasebestimmung dienten je 0,2 ecm 
Restlésung, zur Pyrophosphatasebestimmung 0,02 ccm. Normalansatz mit 
494 y P. 











pe a-Glycerophosphat | Pyrophosphat 

5,0 7,2 6,0 

6,5 11,3 9,5 

8,5 15,3 10,7 
Kontrolle py, 8,5 20,2 21,4 
(nicht adsorbiert) 








Die Zahlen der Tabelle geben gleichzeitig auch annahernd Prozente 
Spaltung an. Vor der Adsorption iibersteigt die Pyrophosphatasewirkung 
die a-Glycerophosphatasewirkung. Nach der Adsorption kehrt sich das 
Verhiltnis um, am stirksten in der Adsorptionsrestlésung von py 8,5. Der 
Adsorptionseffekt ist aus Tab. 8 besonders deutlich zu ersehen. 


Darstellung pyrophosphatasefreier «-Glycerophosphatase. 
Tabelle 8. 


Die Adsorptionen erfolgten aihnlich wie vorher. Drei mit gleichen 
Mengen Puffer-Enzymmischung versehene Zentrifugenréhrchen (2,5 ccm 
Unterhefenphosphatase, 1 ccm Veronalacetat nach Michaelis, 0,05 ccm 
n/10-HCl) wurden mit 1,5 ccm Wasser (Kontrolle) bzw. 0,5 cem Wasser 
+1cem C,, bzw. mit 1ccm C, versetzt. Nach mehrmaligem Umschwenken 
der Adsorptionsgemische wurde abzentrifugiert und Zentrifugenglas 3 mit 
weiteren 0,5 cem C, beschickt. Nach dem Abschleudern sogleich die 
Enzymbestimmungen. Alle Operationen erfolgten unter guter Eiskiihlung. 
Der Adsorptions-py war 8,6. Die Bestimmungsansitze enthielten je einen 
Tropfen Bromkresolpurpur. P-Gehalt 1230 y P. Zur «-Glycerophosphatase- 
bestimmung dienten 0,2 cem der Kontrolle bzw. 0,4 ccm der Adsorptions- 
restlésungen. Pyrophosphatasebestimmung mit dem 10. Teil dieser Mengen. 
Sonstige Bedingungen wie friiher. 
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a-Glycerophosphat Pyrophosphat 
Adsorbensmenge Zeit in Minuten Zeit in Minuten 


30 | 60 30 | 60 
y P | % | 7 P| So |r P| % | P | oF, 


0 (Kontrolle n. ads.) . . | 14,4 | 5,9 | 25,9 | 10,5] 9,7 | 3,9 | 19,3 | 79 
10cemC, ...... — |— | 241) 98 — |— | 54) 
1,0cem C,+0,5cemC,] — | — | 14,5, 5,9] — | — | 0,0 | 0,0 

Man entnimmt der Tabelle, daB vor der Adsorption einer «-Glycero- 
phosphatspaltung von 14,4 y eine Pyrophosphatspaltung von 9,7 y entspricht. 
Nach der Adsorption mit 1,5 cem C, werden aus o-Glycerophosphat von 
der Restlésung 14,5 y P freigelegt, aus Pyrophosphat jedoch iiberhaupt 
kein P. Aus dem Adsorbat lit sich durch einfache py-Umstellung (auf 
Py 5,0) weder a-Glycerophosphatase noch Pyrophosphatase eluieren. Mit 
primirem Kaliumphosphat gelingt jedoch die Ablésung beider Enzyme und 
zwar geht entsprechend der leichteren Adsorbierbarkeit der Pyrophos- 
phatase verhiltnismiBig weniger Pyrophosphatase in Lésung als o-Glycero- 
phosphatase. Eine vollkommen spezifische Elution wurde nicht erreicht und 
es mu weiteren Versuchen vorbehalten werden, die optimalen Elutions- 
bedingungen herauszuarbeiten. 














Hemmbarkeit durch Glycerin und Orthophosphat. 


«:Glycerophosphatase ist sowohl durch Glycerin als auch durch Ortho- 
phosphat hemmbar. Die Phosphathemmung ist jedoch bedeutend stirker. 
Eine mehrere 100mal gréBere Glycerinkonzentration bringt die gleiche 
Hemmung hervor wie eine relatiy kleine Phosphatmenge*’). Auch Pyro- 
phosphatase wird durch Glycerin gehemmt. 1ccm 80°/,iges Handels- 
glycerin verminderte im Normalversuch die Pyrophosphatspaltung von 
100 °/, auf 90°/, (Spaltung ohne Glycerin gleich 100°/, gesetzt), Phosphat 
in der gleichen Menge zugesetzt, als nach 1 stiindiger Pyrophosphatase- 
wirkung freigelegt wurde, hatte keinen Einflub. Dies konnte auf Grund 
der Linearitit der Reaktionskurven von vornherein erwartet werden. 
Hemmung und Aktivierung der Pyrophosphatase soll noch niher unter- 
sucht werden. 


Literatur. 
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Colorimetrische Phosphor- und Arsensaiurebestimmung 
mit Ascorbinsdure. 
Von 
R. Ammon und K. Hinsberg. 
(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Februar 1936.) 


Die ausgezeichnete Methode von Fiske und Subbarow}) 
und Lohmann und Jendrassik?®) zur colorimetrischen Phosphor- 
siurebestimmung erfordert als Reduktionsmittel die 1,2,4-Amino- 
naphtolsulfosiure, das Kikonogen. Dieses Priparat ist nicht leicht 
zuginglich, da es vor Gebrauch sorgfiltig umkrystallisiert werden 
muB, die Lésung ist auBerdem wenig haltbar. Es wurde daher 
als neues Reduktionsmittel*) die Ascorbinsiure angewandt, die 
vollkommen analog reduzierend wirkt. Die Ascorbinsiure ist im 
Handel leicht erhiltlich und besonders bequem zu handhaben, 
wenn die Ampullen von Merck mit 50 mg pro ccm oder die von 
Hoffmann-La Roche mit einer eingewogenen Menge von 100 mg 
benutzt werden. 

Die Reduktion der Phosphorsiure- bzw. der Arsensiure- 
molybdinverbindung durch das Vitamin C kniipft umgekehrt an die 
Ascorbinsiurebestimmung auf ahnlicher Grundlage an. Erinnert 
sei an das Bezssonoffsche Reagens‘), das eine Mono-molybdin- 
phosphorwolframsiure darstellt und durch Ascorbinsiure leicht zu 
reduzieren ist, oder an die colorimetrische Ascorbinsiurebestim- 
mungsmethode von Fujita, Iwatake und Miyata‘), die auf der 
Reaktion von Kotake beruht®), namlich der Reduktion von 
Wolframat durch die Hexuronsiure. Es lieBe sich daher sicher 
bei konstanter und klein gewahlter Phosphatkonzentration analog 
der P-Bestimmung auch so die Ascorbinsiure quantitativ ermitteln. 
Allerdings ware eine solche Bestimmung auch kein spezifisches 
Nachweisverfahren fiir Ascorbinsaure. 

Da Arsensiure die Glykolyse aktiviert, so ist die Frage nach 
einer Bestimmung von Phosphat neben Arsen éfter angeschnitten 


*) Vgl. auch E. Miller), der inzwischen als anderes Reduktionsmittel 
das Amidol (Agfa), 2,4-Diamidophenolchlorhydrat, vorschlug. 
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worden. Als erster beschreibt Braunstein’) die Méglichkeit, 
P bei Gegenwart von As,O, nach dem Verfahren von Fiske 
und Subbarow bestimmen zu kénnen. Spiter haben E. und 
E. Tschopp’) und Pett*) mitgeteilt, daB die Bestimmung von P 
neben As erst méglich ist, wenn das Arseniat durch Sulfit zu 
Arsenit reduziert und dann die P-Bestimmung in gewoéhnlicher 
Weise angeschlossen wird. Barrenscheen, Bange und Braun") 
haben bei der Nachpriifung der methodischen Angaben von 
Braunstein und Tschopp zeigen kénnen, daB es nicht méglich 
ist, Phosphate bei Gegenwart von Arseniaten quantitativ zu er- 
fassen, da hierbei eine induzierte Reaktion eintritt. Wenn auch 
Braunstein!) in der Erwiderung sagt, daB Stérungen der 
P-Bestimmung durch Trichloressigsiurezusatz vermeidbar waren, 
so gibt er zu (Engelhardt und Braunstein, a. a. O.), dab 
die Bestimmung kleiner P-Mengen bei Gegenwart von As auf 
groBe Schwierigkeiten stéBt, und da bei Konzentrationen iiber 
m/200-Arsenat eine genaue P-Bestimmung nicht mehr méglich 
ist. Barrenscheen und Mitarbeitern ist es aber auch nicht 
gelungen, wie schon angedeutet, eine exakte Phosphatermittlung 
nach Reduktion des Arseniats zu Arsenit nach dem Verfahren 
von Tschopp durchzufihren. 

Wir haben bei der Anwendung von Ascorbinsiure als neues 
Reduktionsmittel zur P-Bestimmung die Frage nach einer analogen 
As-Ermittlung gleich mit angeschnitten, weil wir fanden, daB eine 
phosphatfreie Arseniatlésung sich sowohl mit Kikonogen als auch 
mit Ascorbinsiure leicht bestimmen lift, wenn die Bedingungen 
verandert werden (vgl. weiter unten). Dabei stellten wir einige 
methodisch interessante Bedingungen fest, die im folgenden ge- 
nauer beschrieben werden sollen. 

Die Arsensiure allein gibt unter den Bedingungen der P-Be- 
stimmung, d. h. bei einem Aufenthalt von 7 Minuten in einem 
Wasserbade von 37° und Anwendung von Ascorbinséure als 
Reduktionsmittel keine Blaufarbung*), die ja bei Phosphaten sowohl 
mit Ascorbinsdéure als auch mit EKikonogen bereits bei Zimmer- 
temperatur langsam eintritt. Dagegen ist manchmal bei Eikonogen— 
Sulfitpraéparaten und reiner Arseniatlésung die Entwicklung einer 
blauen Fiarbung auch bei Zimmertemperatur zu _beobachten. 
Barrenscheen, Bange und Braun haben dies nicht festgestellt. 


*) Nach lingerem Stehen iiber Nacht bei Raumtemperatur war das 
Arsen—Molybdat-Ascorbinsiuresystem schwach blau gefirbt. 
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Warum manche Hikonogen—Sulfitlésungen eine solche Wirkung 
hatten, konnten wir nicht restlos kliren. Es scheint, daB das 
NaHSO, Verunreinigungen enthiilt. 

Die Ascorbinséure zeigt erst eine reduzierende Wirkung auf 
das Arsenmolybdatsystem, wenn die Temperatur des Wasserbades 
und die Verweildauer erhéht werden. Als zweckmiBbig haben wir 
gefunden: Fiir die Wasserbadtemperatur 70° und 15 Minuten fiir 
die Verweildauer. AuBerdem wurde eine deutliche Abhingigkeit 
der Blaufarbung von der Aciditét und der Molybdatkonzentration 
beobachtet. Hilt man bestimmte Bedingungen ein, so ergibt sich 
dieselbe einfache Moéglichkeit, Arsen auf der gleichen Grundlage 
wie bei der Phosphatermittlung quantitativ zu bestimmen. 

Ansiitze 1. In 25 cem MeB8kélbchen werden 0,1, 0,2 und 0,3 mg As,O, 
(in Form von Natriumarseniat) einpipettiert. Dazu kommen je 5,0 ccm 
20°/, iger Trichloressigsiure, 1 ccm einer 2,5°/, igen Ammoniummolybdat- 
lésung in 5n-H,SO,. Nach dem Durchmischen werden 5,0 mg Ascorbinsiiure 
hinzugegeben und die Kélbchen mit aqua desi. auf 25 ccm aufgefiillt. Die 
Kélbchen werden fiir 10, 15 und 20 Minuten in ein Wasserbad von 70° 
gesetzt. Nach dieser Zeit werden sie bis zur Colorimetrie im Polaphot in 
einem Wasserbade von Zimmertemperatur belassen. In der folgenden Tabelle 
sind die a-Werte und die entsprechenden Extinktionswerte fiir die einzelnen 
As-Konzentrationen und die verschiedenen Verweildauern bei 70° eingetragen. 























10’ a 15’ = ——— 20’ 
mg As,O “ titi, on geoenet 
5 Nab’ a | Extinkt. a Extinkt. oe | Extinkt. 
| 
0,1 31,56 | 0,423 31,58 0,423 31,71 0,419 
31,29 | 0,433 31,26 | 0,434 31,09 0,439 
0,2 21,11 | 0,827 21,14 0,825 21,23 0,821 
20,93 0,835 20,67 0,846 20,47 0,856 
0,3 13,538 | 1,237 13,45 1,242 13,28 1,254 
14,45 1,178 13,09 1,267 13,17 1,262 








Wir sehen also, daB die maximale Blaufirbung nach 15’ er- 
reicht ist, und daB eine relativ gute Proportionalitit zwischen 
vorgelegter As-Menge und dem Extinktionswert besteht. Wird 
dagegen ein trichloressigsiiurefreies System, das die 5fache Menge 
Molybdat enthalt, benutzt, so wird folgendes Ergebnis erhalten 
(einer Alteren Versuchsreihe entnommen, in der bei 60° gearbeitet 
wurde und eine Verweildauer von 10’, 20’ und 30’ eingehalten 
wurde): 


Ansitze 2. In 25cem Mef8kélbchen werden 0,1, 0,2, 0,3 mg As,O, ein- 
pipettiert. Dazu kommen je 2,5 ccm 10 n-H,SO, + 1 cem 12,5°/, iger Ammo- 
niummolybdatlésung + 5 mg Ascorbinsiure. Das Ganze ad 25 cem H,O. 
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Im Vergleich dazu, eine Reihe, die wie in Ansiitzen 1 hergestellt ist, also 
die Trichloressigsiure und weniger Ammoniummolybdat enthilt. 












































10’ 20’ 30’ 

mg As,O l es 

. ee « |Estinkt.| « | Extinkt.| @ | Extinkt. 
01 {ohne Trichl. | 36,01 | 0,277 | 34,70 | 0,819 | 32,52 | 0,891 
1)mit ,, 34,63 | 0321 | 32,32 | 0,397 | 32,00 | 0,408 
,fohne , 35,81 | 0,284 | 28,53 | 0,529 | 21,70 | 0,800 
2) mit > 26,84 | 0,591 | 21,28 | 0,819 | 20.94 | 0,834 
ogfohne ,, 28,66 | 0,525 | 20,79 | 0,841 | 17,28 | 1,014 
3) mit  - 2219 | 0,778 | 14.39 | 1,180 | 13,34 | 1.952 


Dieser Versuch illustriert einmal die verschiedene Wirkung, 
die das Milieu (Aciditaét und vielleicht noch eine spezifische Kigen- 
schaft des CCl, COO’) auf die Blauentwicklung des Arseniat— Molybdat- 
komplexes bei einer Reduktion durch Ascorbinsiure hat. Der 
Ansatz zeigt aber zum andern einen deutlichen Gang, erst nach 30 
bei 60° sind die Extinktionswerte fiir die einzelnen vorgelegten 
Arsenproben den bei 70° nach 15’ erhaltenen Ahnlich geworden. 

Folgender Ansatz 3 veranschaulicht den EinfluB eines groBen 
Uberschusses von Molybdat in einem trichloressigsiurehaltigen 
System. 


Temperatur des Wasserbades 70°. Dieselben Arsenmengen, Ascorbin- 
siure 5mg, je 1ccm 12,5°/, iges Ammoniummolybdat + 1 ccm 5n-H,S0O, 
+ 5cem 20°/, ige Trichloressigsiure. 









































10’ 15’ 20’ 
mg As,0 nme 
Ces} gs | Exxtinkt. a | Extinkt a Extinkt. 
oe 
0,1 19,58 0,898 12,25 | 1,829 2,99 2,564 
0,2 8,60 1,641 4,82 | 2148 ; 
‘ | h B 
0,3 4,83 2,147 2,90 | 2,591 aens eee 


Dieser Versuch bedarf weiter keiner Erliuterung. Es ist sehr 
deutlich, daB die Farbtiefe erheblich zugenommen hat, bei 2 An- 
siitzen ist « nicht mehr meBbar. Es zeigt sich auch keine Pro- 
portionalitat bei den Extinktionswerten. Offenbar wird durch eine 
Induktionswirkung unter den vorliegenden Bedingungen auch das 
Molybdat selbst zum Molybdinblau reduziert. 

Die Bestimmung reiner Arseniatmengen ist also durchfiihrbar, 
wie Ansatz 1 lehrt. Es gelingt unter ihnlichen Bedingungen auch 
mit dem Eikonogen—Sulfitgemisch. 
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Ansitze 4. Arsenmengen 0,1, 0,2, 0,3 mg/25 cem. 5 ccm Trichloressig- 
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siure, 1 cem 2,5°/, iges Ammoniummolybdat in 5 n-H,SO,, 1 eem Eikonogen— 
Sulfitlisung. Wasserbad 70°. 











10’ eta 
As,O : aot ee 
oe ot | Extinkt. o | Extinkt. 
0,1 30,93 | 0,445 30,78 0,452 
0,2 20,81 | 0,840 20,71 0,845 
0,3 13,74 | 1,223 13,50 1,239 











20’ 


a | Extinkt. 


30,69 0,452 
nicht gemessen 
13,71 1,225 


Was nun die P-Bestimmung anbelangt, so werden folgende 
Fragen zu beantworten versucht: 
1. Wie verhalten sich Ascorbinséure und EKikonogen als Reduk- 
tionsmittel bei 37°. 
2. Zeigt das P-System auch die Séureempfindlichkeit wie 
das von As? 
3. Wie ist die Entwicklung der Blaufarbe unter den As-Be- 
dingungen?, d. h. bei 70°? 
Zu Frage 1, Ansatz 5. 0,1, 0,2, 0,3 mg P,O, in 25 cem Gesamtvolumen. 
2.5cem 10n-H,SO,, 1 ccm 12,5°/, iges Ammonmolybdat, 1 ccm Eikonogen. 
Temperatur 37°. 





mg P,O,; 


0,1 
0,2 
0,3 














—— v ——EE 
a | Extinkt. 
35,90 | 0,281 
27,10 | 0,582 
19,96 | 0,880 


14’ 





| 
| 
| 
| 
| 


| Extinkt. 


0,274 
0,595 
0,904 











a: 

a Extinkt. 
35,74 | 0,286 
26,64 0,599 
19,09 0,921 


Ansiitze 6. 0,1, 0,2, 0,8 mg P,O, in 25 ccm. 1 ccm 2,5°/, iges Molybdat 
in 5n-H,SO,, 5 cem 20°/,ige Trichloressigsiure, 5 mg Ascorbinsiure. 
Temperatur 37°. 








mg P,O, 


0,1 
0.2 
0.3 


; 








« | Extinkt. 
34,55 0,324 
25,22 | 0,654 
18,32 | 0,960 


14’ 


a 





Extinkt. 


0,341 
0,690 
0,996 








a Extinkt. 
33,73 0,351 
24,17 | 0,696 
17,20 | 1,019 


Es ist also ersichtlich, daB die Ascorbinsaéure einen etwas 


tieferen Blauton als das Kikonogen verursacht. 
sich beide Reduktionsmittel recht gleichartig. Die unter 2 gestellte 


Sonst verhalten 
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Frage, ob das P-System gegen Anderungen der Aciditiét und 
des Molybdats empfindlich ist, ist ohne weitere Belege zu beant- 
worten. Es ist dies weder bei 37° noch bei 70° der Fall, soweit 
dies systematisch untersucht. 

Zu Frage 3, Ansatz 7. 0,1, 0,2, 0,3 mg P,O, in 25cem. 1 cem 2,5°/, iges 
Molybdat in 5n-H,SO,, 5 cem 20°/,ige Trichloressigsiure und 5 mg 
Ascorbinsiure bzw. 1 ccm Eikonogenlésung. Wasserbad 70°. 








° 10’ 15’ 20' 


» ieee! “Extinkt. o | Bette. 





mg P,O, 

















0.1 { Hikonogen 25,54 | 0,641 23,85 | 0,709 22,88 | 0,750 
»” | Ascorbins. 29,29 | 0,502 26,67 | 0,598 25,98 | 0,625 
0.9 | Hikonogen 15,17 | 1,134 11,84 | 1,857 11,18 | 1,409 
*“ | Ascorbins. 16,70 | 1,046 13,50 | 1,239 13,31 | 1,252 
0.8 pee eg 9,62 | 1,542 6,16 | 1,934 6,14 | 1,936 
” | Ascorbins. 9,59 | 1,545 7,49 | 1,763 7,28 | 1,787 





Die Phosphorséiure ist also auch bei 70° unter den Be- 
dingungen des As-Verfahrens bestimmbar. Als Verweildauer im 
Wasserbade muB auch 15’ gelten, d. h. nach dieser Zeit hat sich 
die maximale Farbe nahezu entwickelt. Doch ist es auf alle Fille 
angebracht, bei der P-Bestimmung bei 87° und 20’ Verweildauer 
zu arbeiten, da dann eine Hydrolyse von Phosphorsiureestern 
neben PO,” noch nicht zu befiirchten ist. 

Nach Feststellung der Bedingungen zur Bestimmung von 
reinen Arseniat- und Phosphatlésungen mit Ascorbinsiure inter- 
essierte es uns, zu versuchen, PO,” neben AsO,” und eventuell 
vielleicht noch AsO,” neben PO,” zu bestimmen. 1. Wir gingen 
aus von unserer Beobachtung, dab Ascorbinsiure unter den Be- 
dingungen der P-Methode, d. h. bei 37°, auf Arseniate nicht ein- 
wirkt. Es wire dann eine Entfernung des As durch Bisulfit nicht 
notig, sondern man kénnte das PO,—AsO,-Gemisch gleich auf 
seinen P-Gehalt priifen. Das ist leider nicht der Fall, wie gleich 
weiter unten gezeigt werden soll. 2. Ferner wollten wir feststellen, 
ob sich die durch As und P bei 70° entwickelten Blaufarben 
addieren, so daB man nach Entfernung des As mit Bisulfit oder 
H,S, eine neue Bestimmung durchfiihren muB, um so den P- und 
As-Gehalt zu erhalten. Diese Fragestellung kénnen wir im nega- 
tiven Sinne beantworten. Die beiden Blau addieren sich nicht 
quantitativ, obwohl sich mitunter in ,,giinstigen“ P—As-Verhilt- 
nissen annehmbare Werte fanden. 
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Ansitze 8. Wasserbad 37°, ¢ = 20’. Reduktionsmittel, wenn nicht 
anders angegeben, Ascorbinsiiure. 


























or Extinkt. 

01 Fa, emo Biswlft ........-.. 34,54 0,324 

0,8 P.O,  ;, a ee ee a ee 18,76 0,938 

0,1 P,O, mit BS ale Mt awe g 34,28 0,333 

0,3 P,O, >, Sn eRe Rah caidas 17,47 1,005 

Ot Fi: MR I wk ee 34,63 0,321 
0,3 P,O, aber sofort bei 37° P-Bestimmung 

RE a we ew 18,10 0,971 

01 P mit Bisulfit . ee ee eae 39,70 0,162 
0'3 PO aber ohne Ascorbinsiiure bei 37° 

~” “?*>| Bestimmung ausgefiihrt .... . 33,79 0,349 


Aus den ersten Versuchen sehen wir also, daB das Bisulfit 
auf die P-Bestimmung nicht ohne Einflu8 ist. Und zwar wirkt 
es in einer Vertiefung der Blaufirbung, die sich besonders in 
den héheren Konzentrationen geltend macht. Verwendet man es 
iiberhaupt als Reduktionsmittel an Stelle von Ascorbinsiure, so 
bewirkt es eine schwache, wenn auch deutliche Blauentwicklung. 

DaB der bei 37° erhaltene Wert sowohl mit Eikonogen als 
auch mit Ascorbinsiure kein Endwert ist, beweist die wesent- 
lich stirkere Blaufairbung bei 60° oder 70° Aber auch beim 
Colorimetrieren der einzelnen bei 37° erhaltenen Proben findet 
eine, wenn auch sehr langsame bei Raumtemperatur einsetzende 
Nachdunklung statt. Wir empfehlen daher, immer nur 4 bis 
6 Proben auf einmal zur Colorimetrie vorzubereiten. 

Die Frage, ob das Arseniat durch das Bisulfit in auf die Blau- 
farbe unwirksames Arsenit reduziert wird, laBt sich erst spater 
entscheiden, da ja bei 37° die Ascorbinséure auf das As,O, 
wirkungslos ist. Kontrollansiitze von Arseniat mit und ohne 
Bisulfitvorbehandlung blieben nach Zusatz von Ascorbinsiure bei 
einem Aufenthalt von 20’ bei 37° farblos. 

Die folgende Tabelle (Ansitze 9) zeigt Versuche von P,O,- und As,0,- 


Gemischen, die gleich mit Ascorbinsiiure versetzt werden, ohne As,O, 
durch Bisulfit zu reduzieren. Temperatur 37°, ¢ = 20’. 








a | Ext. o | Ext. a | Ext. 











0,1P 35,02/0,809 | 0,2 P 26,09 0,620 0,3P 19,48/0,908 
0,1 P+0,1 As] 33,90/0,845 | 0,2P +0,1 As] 25,41 0,647 | 0,3P+0,1 As] 19,31/0,911 





0,1P+0,2 As] 33,38/0,363 | 0,2P+0,2 As 24,88|0,668 0,3 P+0,2 As] 19,16/0,919 
0,1 P+0,3 As] 32,76 0,388 | 0,2 P +.0,3 As} 24,37/0,688 | 0,3 P +0,3 As| 18,720,940 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXXXIX. 16 
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Wenn auch das As in seiner Lésung mit Ascorbinsiure keine 


Blaufarbung gibt, 
mischen aus. 
fluB festzustellen. 


geeignet, weil dadurch die P-Bestimmung beeinflubt wird. 


so wirkt es sich doch in P,O,—As,O,-Ge. 
Es ist also auch wohl hier ein induzierender Kin- 


Wendet man Ascorbinsiure als Reduktions. 
mittel an, so ist also die Entfernung des As durch Sulfit nicht 


Mit 


Eikonogen ist dagegen nach den Vorschriften von Pett (a. a. \. 
die P-Ermittlung ausfiihrbar, d.h. hier wurde die anschlieBen/e 
P-Bestimmung bei 50° ausgefiihrt. 

Wir priiften daher auch noch, wie die Verhiltnisse hegen, 
wenn nach der Entfernung des As,O,-Gemisches eine P-Be. 
stimmung bei 70° und ¢ = 20’ ausgefiihrt wird. Reduktionsmittel 
Ascorbinsiure. Der folgende Versuch zeigt auch gleichzeitig, dat 
sich die P- und As-Farben nicht addieren (Ansitze 10). 





























a | Ext. ‘ Ext 
0,05 AsO, ohne Bisulf. | 38,08 | 0,212 | 0,05 As + 0,15 P ohne Bisulf. | 16, 26 1,070" 
0,05 As,O, mit ‘ farblos 0,15 As + 0,15 P 12, 84 | 1,284" 
0,15 As,O, ohne _,, 28,62 | 0,526 | 0,05 As + 0,15 P mit 17,74 | 10, 990 
0,15 As,O, mit . farblos 0,15 As+0,15P ,, 17,33 | 1.011 
0,15 P,0, ohne ,, 18,40 | 0,956 
0,15 P,O, mit 17,57 | 0,999 
0,15 P.O, ,, » 117,87 | 0,983 

Berechnet: *) 0,212 + 0,956 = 1,168. **) 0,526 + 0,956 = 1,482. 


Nach Reduktion des As,O,-Gemisches zu Arsenit und einer 
im AnschluB daran vorgenommenen P-Bestimmung mit Hilfe von | 
Ascorbinsaure bei 70° laBt sich der P gut erfassen. Unter diese 
Bedingungen macht sich auch nicht der bei 37° geschilderte 
EinfluB des Bisulfits auf das P-Blau bemerkbar. Der Versuch 
zeigt ferner an zwei Beispielen, wie schlecht sich das As- und 
P-Blau addieren. Unter ,,berechnet“ sind die fiir die einzelnen — 
Proben unter sonst gleichen Bedingungen erhaltenen Extinktions- — 
werte addiert. 


Fassen wir die Frage der Bestimmung von P neben As 2zu- 
sammen, so ergibt sich: P,O, laBt sich neben As,O, nach Pett 
beitleiientin Reduktion des As, O, zu As,O, onl Pp. Ermittlung 
danach mit Kikonogen bei 50°. ‘Entfernt man das As,O, durch | 


NaHSO, und fiihrt man dann hinterher eine P-Bestimmung bei 
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37° mit Ascorbinséure durch, so ist der P-Wert beeinfluBt. 
Dieser Hinflu8 fallt praktisch fort, wenn man anschlieBend die 
P-Bestimmung nicht bei 37°, sondern bei 70° und mit Ascorbin- 
siure durchfiihrt. Die Hoffnung, bei Anwendung von Ascorbin- 
siure als Reduktionsmittel zur P-Bestimmung bei 37° keine 
Entfernung des AsO,” vornehmen zu brauchen, hat sich nicht 
erfillt, da das As,O, doch die Blaufarbe beeinflu8t. Eine um- 
stiindliche Méglichkeit eine P-Bestimmung bei Vorhandensein von 
As,O, durchzufiihren ware, das As ganz durch Kinleiten von 
H,S, Filtrieren des Arsensulfid-Niederschlags zu entfernen, Ver- 
treiben des H,S durch Luft, und anschlieBend die P-Bestimmung 
auszufiihren. Das ist méglich, doch zeigten wiederholte Kontroll- 
versuche, da® auch in As-freien Lésungen nach H,S-Behand- 
lung usw. mit Ascorbinséiure bei 37° ein geringer Blauton er- 
halten wird, der beriicksichtigt werden miiBte. 


Zusammenfassend soll zur Methodik der P- und As-Be- 
stimmung folgendes betont werden: 


1. Die Ascorbinsiure muB jedesmal frisch und zwar als 
letzter Teil des Arbeitsganges bereitet und dem Ansatz zugefiigt 
werden. 2. Die Molybdat- und Trichloressigsiurelésungen miissen 
von Zeit zu Zeit erneuert werden. Wir beobachteten beim 
Molybdat Alterungserscheinungen und die Trichloressigsiure zer- 
setzt sich langsam zu Chloroform. Diese beiden Lésungen werden 
daher im Eisschrank aufbewahrt. 3. Zum gleichmaBigen Er- 
wirmen bei 37° bzw. 50° und 70° ist es ratsam, die 25 ccm 
Ansatzkélbchen ins Wasserbad hineinzuhingen, da die Systeme 
eine deutliche Temperaturabhingigkeit zeigen. 4. Nach der Er- 
wirmung und guten Durchmischung werden die Kélbchen in ein 
Wasserbad von Zimmertemperatur gesetzt. 5. Es ist ratsam, 
nicht mehr als 4—6 Analysen zugleich anzusetzen. 6. Da das 
Beersche Gesetz, wie aus den Beispielen ersichtlich ist, nicht 
ganz erfillt wird, so miissen Eichkurven angelegt werden. 


Zusammenfassung. 


An Stelle des EKikonogen—Bisulfitgemisches kann man bei 
der Methode von Lohmann und Jendrassik mit Vorteil die 
Ascorbinsiure als Reduktionsmittel benutzen. Es ist auch méglich, 
Arseniat nach demselben Prinzip zu bestimmen. Zu diesem 
Zwecke lassen sich praktisch die Vitamin C-Priiparate von Merck 
und Hoffmann-La Roche verwenden. Auch die Ascorbinsaure 
16* 























916 Ammon u. Hinsberg, Phosphor- u. Arsensiurebestimmung usw. 


lieBe sich in neuer Form unter bestimmten Bedingungen analog 
colorimetrisch erfassen. Es werden eine Reihe von experi. 
mentellen Einzelheiten mitgeteilt und das Problem der P-Be. 
stimmung neben AsO,” diskutiert. 


rrr? 
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Zur Kenntnis der Schlangengifte. 


Von 


Fritz Micheel und Fritz Jung. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitéts-Laboratorium Géttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Marz 1936.) 


In einer friiheren Mitteilung') wurde iiber orientierende Ver- 
suche an den Giften einiger Schlangen berichtet. Wir haben unsere 
Untersuchungen inzwischen auf die Gifte einer gréBeren Zahl von 
Colubriden und Viperiden ausgedehnt, und zwar kamen von ersteren 
zur Anwendung die von Naja flava (Kap-cobra), Naja tripudians 
(indische Brillenschlange), Sepedon haemachates (Ringhals-cobra), 
von letzteren die von Crotalus adamanteus (Diamantklapperschlange), 
Crotalus terrificus, Bothrops alternata, Bothrops jararaca, Ancistro- 
don piscivorus (Wassermocassinschlange). Die allgemeine Auffassung 
der meisten friiheren Bearbeiter der Schlangengifte geht dahin, daB 
diese Gifte nach ihren chemischen Eigenschaften zu den Hiweib- 
stoffen (Toxalbuminen) zu rechnen sind. Insbesondere hat man 
aus ihren antigenen Higenschaften, die bekanntlich zur Aktiv- 
immunisierung von Tieren bei der Gewinnung der Heilsera gegen 
Schlangengifte verwandt werden, auf ihre KiweiBnatur geschlossen. 
Dieser SchluB kann nicht als unbedingt sicher gelten, weil an 
einer Reihe von Beispielen gezeigt worden ist, daB durch gemein- 
same Verabfolgung an sich nicht antigener Stoffe [Sterine’), Poly- 
saccharide *)] mit HiweiBstoffen (Serum) ebenfalls eine spezifische 
Antikérperbildung hervorgerufen werden kann, daB also ein Hapten 
nicht immer chemisch an Eiwei® gebunden zu sein braucht, 


') F. Micheel u. K. Kraft, Nachr. Ges. Wiss. Géttingen, N. F. 1, 
55 (1935); dort findet sich auch ein Teil der dlteren Literatur iiber die 
Schlangengifte angegeben, 

*) Weilu. Besser, Klin. Wsehr. 10, 1940 (1981); Z. Immun.forschg 76, 
76 (1932). 

*) Zozaya, J. of exper. Med. 55, 325 (1932); Ann. Rev. Bioch. 2, 
510 (1982), 
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sondern auch eine adsorptive oder dhnliche Fixierung geniigt}, 
Die antigenen Eigenschaften der Schlangengifte wiren also auch 
verstiindlich, wenn es sich bei ihnen um Nicht-KiweiBstoffe handelte. 
die adsorptiv an ein Tragereiweif gebunden vorligen. Gegen die 
Auffassung der Schlangengifte als EiweiBstoffe schienen Beob- 
achtungen von KE. St. Faust*) zu sprechen, der die Isolierung je 
eines stickstofffreien Stoffes aus Cobragift von der Zusammen- 
setzung C,,H,,0,, (,Ophiotoxin“) und aus Klapperschlangengift 


C,,H,,O,, (,,Crotalotoxin“) beschreibt, die trotz ihres geringen 


Molekulargewichtes nicht dialysierten. Eine Bestitigung haben 
die Angaben von Faust bisher nicht erfahren. Eigene Versuche’) 
am Klapperschlangengift unter genauer Befolgung der Vorschriften 
von Faust bestitigten seine Beobachtungen nicht‘). Hingegen 
zeigen unsere weiteren Befunde am Colubridengift, daB dieses 
zweifellos den EiweiBstoffen sehr nahe steht. 

Man kann in den Schlangengiften nach ihrer physiologischen 
Wirksamkeit eine Reihe von Komponenten unterscheiden: 


1. Neurotoxine. Das Neurotoxin der Colubriden wirkt im wesent- 
lichen lihmend auf das Atemzentrum, weniger auf die Extremititen. Da- 
neben treten Effekte auf die vasomotorischen Nerven, besonders beim Gift 
der Viperiden ein. 

2. Himorrhagine. Diese bilden einen wesentlichen Bestandteil des 
Giftes der Crotalus- und Bothropsarten, wiihrend sie bei dem der Colubriden 
(mit Ausnahme einiger in Australien lebender) nahezu fehlen. Sie schidigen 
die GefiBendothelien und sind die Ursache der himorrhagischen Schwellungen. 

8. Himolysine. Die Schlangengifte entfalten ihre himolytische 
Wirkung nur bei Gegenwart von Lecithin. Nach Untersuchungen, die auf 
Keyes), Sachs und Manwaring®) und besonders Delezenne und 
Fourneau’) zuriickgehen, wird aus dem Lecithin durch ein im Schlangengift 

') Vgl. Landsteiner, Klin. Wschr. 6, 103 (1927); siehe dagegen 
E. u. F. Maltaner, J. of Immun. 26, 332 (1934); Ann. Rev. Bioch. 4. 
579 (1935). 

*) Arch. f. exper. Path. 56, 236 (1907); 64, 244 (1911). 

5) Vgl. Micheel u. Kraft, a. a. O., S. 88. 

‘) Ein kiirzlich von v. Klobusitzky (Arch. f. exper. Path. 179, 24 
(1935)] beschriebenes, in Anlehnung an die Vorschrift von Faust dar- 
gestelltes ,,Bothropotoxin“ aus Gift von Bothrops jararaca soll stickstofffrei 
sein (der Autor gab bisher nur eine qualitative Probe an). Herr E. Bésser 
versuchte vergeblich aus dem uns zur Verfiigung stehenden Gift von Bo- 
throps alternata nach v. Klobusitzky ein ,,Bothropotoxin“ zu erhalten, 
das N-frei ist (vgl. spiter). 

5) Klin. Wschr. 51, 494 (1904) und friihere; Diese Z. 41, 273 (1904): 
Biochem. Z. 8, 42 (1908). 

6 Z. Immun.forschg. 1, 513 (1910). 

7) Bull. Soc. chim. [4] 15, 421 (1914). 
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yorkommendes Ferment ein Mono-palmityl-glycerin-phosphorsiureester des 
Cholins gebildet, der fiir die himolytische Wirksamkeit verantwortlich ist. 

Ferner sind in den Schlangengiften nachgewiesen: Koaguline und 
Antikoaguline, die die Gerinnungszeit des Blutes herab- oder herauf- 
setzen, Enzyme und Mineralsalze. 

Wir beschreiben im folgenden Untersuchungen, die zur Iso- 
lierung und Charakterisierung eines hochaktiven Neurotoxins aus 
dem getrockneten Gift der Naja flava (Kap-cobra) fiihrten. Zur 
Darstellung des Neurotoxins sind die Gifte der Cobraarten be- 
sonders geeignet, weil ihre Giftwirkung im wesentlichen auf die 
in innen enthaltene neurotoxische Komponente zuriickzufiihren 
ist’ Die Befunde an der Naja flava diirften sich weitgehend auf 
die der Naja tripudians (Brillenschlange) iibertragen lassen, da sich 
deren Heilsera im physiologischen Versuch vertreten kénnen’). 
Das getrocknete Giftsekret stellt eine amorphe, schuppige Masse 
dar, die groBe Ahnlichkeit mit getrocknetem Albumin oder ihn- 
lichen wasserléslichen EiweiBstoffen hat. Es ist leicht in Wasser 
léslich. 

Zur Bestimmung der physiologischen Wirksamkeit verwandten 
wir Mause, am besten heranwachsende eigener Zucht von 16 bis 
20 ¢ Gewicht. Als dosis letalis minima (d.1.m.) wird diejenige 
Giftmenge bezeichnet, die in sterilem Wasser (10°/, Glycerin- 
zusatz) gelést, subcutan injiziert, den Tod einer Maus in 8 bis 
20 Stunden sicher herbeifiihrt. (Maiuse, die diese Zeit iiberleben, 
sterben nicht mehr durch direkte Giftwirkung.) Der Tod tritt ein 
durch Lahmung des Atemzentrums: allmahlich erschwerte Atmung, 
die zum SchluB nur selten und stoBweise erfolgt. Daneben sind 
meist mehr oder minder starke Lihmungen der Extremitiiten fest- 
zustellen. Fihrt man durch Verwendung gréferer Giftmengen den 
Kintritt des Todes schneller herbei, so wird die Genauigkeit des 
Tierversuches geringer. Ferner ist bei der Auswertung er- 
forderlich, die Temperatur des Raumes, in dem die Tiere leben, 
konstant (bei uns auf 23—24°) zu halten, da bei niedrigeren 
Temperaturen die d.l.m. gréBer wird. Wir haben bei unseren 
Tierversuchen eine Fehlerbreite von 10°/, erreicht. Als Miuse- 
einheit (ME.) bezeichnen wir die d. 1. m. fiir 1g Maus, da es un- 
bedingt erforderlich ist, auf das Gewicht des Tieres zu beziehen. 
Unser rohes Gift der Naja flava enthielt in 0,5—1,0 y eine ME., 
in 1g also 1000000—2000000 ME., iibertrifft also fast alle 


') Ahuja, Ber. Physiol. (B) 89, 671 (1936); Indian J. med. Res. 22, 479 
(1935). 
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bekannten anorganischen und organischen Gifte erheblich ay 
Wirksamkeit. Die in der ersten Mitteilung beschriebenen Ver. 
fahren der partiellen Hydrolyse haben zu keiner befriedigenden 
Weiterentwicklung gefiihrt. Ebensowenig gelang es, durch Ad. 
sorption und Elution oder mit einem der chromatographischen 
Analyse nachgebildeten Verfahren oder durch Elektrodialyse unter 
den von uns erprobten Bedingungen im befriedigenden Umfange 
aktive Fraktionen aus dem Naturprodukt zu erhalten. Als Arbeits. 
gang bewdhrte sich jedoch folgendes Verfahren: 


Zur Entfernung niedrigmolekularer Verunreinigungen, ins- 
besondere anorganischer Salze, wird zunichst die waBrige, klar 
zentrifugierte Lésung des Giftes durch ein sehr feinporiges, dickes 
Kollodiumfilter ultrafiltriert. Dabei geht zu Anfang ein Teil der 
neurotoxischen Komponente in das Filtrat; bald tritt jedoch Ver- 
stopfung der Filterporen durch hochmolekulare Verunreinigungen 
ein. Der Filterriickstand wird in Wasser gelést und der Schnell- 
dialyse durch Cellophanschlauche unterworfen; dieser ProzeB wird 
zweckmiBigerweise wiederholt. Die Giftkomponente geht dabei 
verhaltnismaBig rasch in das Aufenwasser'), wahrend eine hoch- 
molekulare Beimengung (30—40°/, des Ausgangsmaterials) nicht 
dialysiert und z. T. in Wasser schwer léslich wird. Die Dialysate 
werden vorsichtig im Vakuum eingedampft, was trotz des Schaumens 
in geeigneten Apparaturen hinreichend schnell gelingt. Das so 
erhaltene Material ist etwa 2—3 mal so wirksam wie das Natur- 
produkt. Es kann jetzt durch fraktionierte Fallung ohne besondere 
Schwierigkeiten weiter angereichert werden (im Gegensatz zum 
Rohprodukt, bei dem, anscheinend durch Adsorption des Niedrig- 
molekularen an die ausfallenden héhermolekularen Verunreini- 
gungen, diese Operationen nicht von Erfolg sind). Besonders wirk- 
sam ist die Fiallung am isoelektrischen Punkte. Wéahrend das 
native Gift in verdiinnter wibriger Lésung ein p,, 5,87 und einen 
isoelektrischen Punkt von p,, 4,84 (gemessen nach der Acet- 
puffermethode) zeigt, liegt das p,, des Dialysates bei 6,15 (Mes- 
sungen mit der Wasserstoffelektrode). Wir haben dann weiterhin 
die Abtrennung unwirksamer Beimengungen dadurch noch wirk- 
samer gestaltet, daB wir in einer geschlossenen Apparatur zu 
einer waBrigen Liésung hochaktiver Fraktionen, die langsam 
geriihrt wurde, nach dem Prinzip der isothermen Destillation ein 





) Es ist schon vor langerer Zeit beobachtet worden, daB Colubriden- 
gift im Gegensatz zu Viperidengift dialysieren kann. 
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fillendes Lésungsmittel (z, B. Aceton) treten lieBen. Der iso- 
elektrische Punkt der aktiven Fraktionen verschiebt sich mit 
gunehmender Reinigung zum Alkalischen hin und wurde durch 
Phosphat- oder Veronalpuffer eingestellt. So wurden die wirk- 
samsten Fraktionen erhalten. Das auf diese Art dargestellte 
Neurotoxin konnte durch weitere Reinigungsoperationen nicht 


| weiter in seiner Wirksamkeit erhéht werden. Kine Mauseeinheit 
| jst bei diesem Praparate in 0,12 y enthalten. Wir méchten deshalb 


zunichst annehmen, daB es weitgehend rein ist. Sicher besteht 


es aber aus Molekiilen gleicher GréBenordnung. 


Bei der Bestimmung der Dialysenkoeffizienten unter Ver- 
wendung von Cellophanmembranen erwies sich dieser Koeffizient 


' qu Beginn und zum SchluB der Dialyse als von gleicher GroBe. 


Das Material dialysierte vollkommen. Der mittlere Dialysen- 
koeffizient lag bei Verwendung von Cellophan 300 bei 0,0085. 
Um eine Vergleichsméglichkeit fiir die GréBenordnung des Mole- 
kulargewichts zu haben, wurde unter gleichen Bedingungen 


| (Apparatur vgl. Versuchsteil) der Dialysenkoeffizient von Clupein 


als Sulfat) bestimmt, dessen Molekulargewicht nach den Unter- 


' suchungen von Waldschmidt-Leitz*) und von Svedberg (Ultra- 
' zentrifugenmethode) sicher bei 2000 liegt. Clupein zeigt den 


mittleren Dialysenkoeffizienten 0,030. Da nach neueren Fest- 
stellungen?) die Beziehung 2VM =i’ YM’ (A und 2’ Dialysen- 
koeffizienten, M und M’ Molekulargewichte) nur bei Stoffen abnlicher 
Struktur und ahnlichen Molekulargewichts gilt, ist nur eine ungefahre 
Schitzung des Molekulargewichts auf Grund des Dialysenkoeffi- 
zienten méglich; denn die Struktur des Neurotoxins ist sicher weit- 
gehend verschieden von der des zum Vergleiche herangezogenen 
(lupeins (vgl. spiter). 4 YM steigt bei wachsendem Molekulargewicht 
auch bei Stoffen gleicher Struktur. Dies diirfte besonders der Fall 
sein, wenn der Molekildurchmesser nicht mehr klein gegeniiber dem 
Porendurchmesser ist, wie dies beim Clupein und dem Neurotoxin 
der Fall ist. Nach einer Mitteilung von Herrn Manegold, dem 
wir dafiir zu Dank verpflichtet sind, laBt sich der mittlere Poren- 
durchmesser beim Cellophan 300 zu mindestens 4,5- 10-7 cm er- 
mitteln. Der Molekiildurchmesser des Clupeins liegt bei Annahme 
kugelformiger Teilchen bei 15—18-10—*cm. Eine merkliche Dialyse 


1) Diese Z. 236, 181 (1935) und friiher. 
*) Vgl. Brintzinger u. Osswald, Kolloid-Z. 70, 198 (1935); Klages, 
Liebigs Ann. 520, 73 (1935). 
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tritt nicht mehr ein, wenn die TeilchengréBe auf die Grében- 
ordnung des Porendurchmessers steigt. Dies geht z. B. auch aus 
Messungen von Grabar und Rieger!) hervor. Serumalbumiy 
(M = 67500) vom Molekiildurchmesser 68-10—* cm?) (54—56- 10-8 om, 
bei Annahme kugelférmiger Teilchen) wird von Membranen it 
dem Porendurchmesser 9-10—"cm nicht mehr, 30-10~7cm jedoch 
vollig durchgelassen; die Zahlen fiir Serumglobulin (M = 103000) 
sind: 15-10~§ nicht durchgelassen bzw. 100-10-8cm villig durch- 
gelassen. Da das Neurotoxin zwar langsamer als das Clupein 
diffundiert, andererseits trotz des geringen Porendurchmessers you 
4,5-10-7cm verhiltnismaBig schnell, so schitzen wir sein Mole- 
kulargewicht auf 2500—4000. 

Das Neurotoxin enthalt 45,2°/, C, 7,0°/, H, 14,7°/, N und 
5,5°/, Schwefel, dazu einen Aschegehalt von 3°/,. Da der Asche- 
gehalt durch Ultrafiltration nicht zu entfernen ist, ist anzunehmen, 
daB die anorganischen Elemente chemisch gebunden sind. Uber 
ihre Natur wird spiter berichtet. Der Vergleich mit den nativen 
KiweiBstoffen (C 52—55°/,, H 7°/,, N 15—19°/,, S 0,5—2°/) 
zeigt eine betrichtliche Abweichung, besonders in bezug auf den 
niedrigen Kohlenstoff- und den hohen Schwefelgehalt*). Zwar 
finden sich auch unter den nativen EiweiBstoffen solche, die von 
den obigen Durchschnittswerten abweichen, z. B. die Protamine 
mit einem Gehalt (Beispiel Clupein) von 47,24°/, C (aber N-gehalt 
25,72°/,) oder die Keratine mit einem S-gehalt von 4—5°/,. Diese 
Stoffe haben aber einen ganz anderen Charakter als das Neuro- 
toxin. An analytischen Daten ist hier ferner zu erwihnen der 
NH, -Stickstofigehalt (van Slyke) von 1,454); das p,, einer ver- 
diinnten wiBrigen Lésung liegt bei 8,1, der isoelektrische Punkt 
bei 7,1. Aus der Gegeniiberstellung der analytischen Daten fir 
das rohe native Gift erkennt man die Abtrennung des Ballast- 
eiweiBes: 

C 47,06 H 605 S 4,6 N 14,64 NH, 2,69 Asche 3,0%. 

Aus der Bruttozusammensetzung und dem sonstigen Ver- 

halten des Neurotoxins ist zu folgern, daB es sich um einen Stofi 


') C. r. Soc. Biol. 117, 712 (1934); 119, 1004 (1985). 
*) Svedberg, Kolloid-Z. 51, 10 (1930). 
8) Nur unter den Abbauprodukten der EiweiBstoffe findet man solche 
mit weniger als 50°, C. 

*) Es ist méglich, daB der van Slyke-Stickstoff ganz oder zum Teil 
nicht durch freie NH,-Gruppen, sondern durch den Schwefel bedingt wird 
{vgl. Longh u. Lewis, J. of Biol. Chem. 104, 601 (1934)). 
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handelt, der den Kiweifstoffen nahe steht. Er muB sich aber 
grundsitzlich durch bestimmte strukturelle Kigentiimlichkeiten von 
diesen unterscheiden, wobei besonders an Bausteine zu denken 
ist, die in den gewdhnlichen Kiweistoffen nicht vorkommen. 
Diese strukturelle Verschiedenheit von den im Tier- und Pflanzen- 
reiche verbreiteten KiweiBstoffen ist insbesondere herzuleiten aus 
der groBen neurotoxischen Wirksamkeit. Eiweifstoffe rufen nor- 
malerweise, auch in um viele Zehnerpotenzen griéBeren Mengen 
verabfolgt, nur die Abwehrreaktionen gegeniiber artfremdem KiweiB 
hervor. 3) 

Die Ultraviolettabsorption gibt zunichst keinen Anhaltspunkt 
iiber die vermutliche Struktur dieser Gruppe, hingegen schien es 
naheliegend, einen Zusammenhang zwischen Schwefelgehalt und 
toxischer Gruppe zu suchen, weil der Schwefelgehalt des Neuro- 
toxins um etwa 1°/, gréBer ist als der des Rohgiftes. Beob- 
achtungen tiber die Oxydation des Giftes bei verschiedenem p, 
sprechen im Sinne dieser Auffassung. Das Gift ist in saurer 
und schwach alkalischer Lésung bestiindig (p,, 2—8), besonders 
bei Zugabe von .etwas Glycerin zur wiiBrigen Lésung?). Bei 
hdherer Alkalinitét tritt zunehmend Inaktivierung ein, die ober- 
halb p,, 11 schon im Laufe eines Tages auf 50°/, gehen kann. 
Auch gegen Sauerstoff ist das Gift im p,,-Bereich 2—8 stabil. 
LiBt man jedoch bei einem p,, 9—10, bei dem die Inaktivierung 
durch Alkali noch gering ist, Sauerstoff einwirken, so nimmt die 
Giftigkeit schnell ab. Gleichzeitig verschiebt sich die Wasser- 
stoffionenkonzentration in Richtung auf den Neutralpunkt. (Ver- 
wendung von CQ,-freiem Sauerstoff!) Diese Inaktivierung durch 
Oxydation ist reversibel. Behandelt man nach Verdringung des 
Sauerstoffs die Lésung mit Cystein bei einem p,, von 2—3, so 


') Eine gewisse Ausnahme macht davon das Clupein (u. a Protamine), 
das allerdings erst in einer 3000 mal so groBen Dosis wie unser Neurotoxin 
giftig wirkt [vgl. auch W. A. Thompson, Diese Z. 29, 1 (1900)]; der Tod 
tritt nach starker Blutdrucksenkung ein. Hingegen sind einige hochmole- 
kulare pflanzliche ,,Toxalbumine“, z. B. das Ricin aus dem Ricinussamen, 
das Crotin aus dem Crotonsamen u. a. durch ungewohnlich gro8e Giftigkeit 
(Hiimolyse- und Agglutinationswirkung) ausgezeichnet. Nach Karrer und 
Mitarbeitern (Diese Z. 135, 129 (1924); Helvet. chim. Acta 8, 384 (1925)) 
sind sie zum gréBten Teil aus gewohnlichen Aminosiuren aufgebaut, jedoch 
ist die Frage, ob noch andersartige Atomgruppen im Molekiil vorhanden 
sind, nicht entschieden. 

*) Uber die Rolle, die das Glycerin bei der Stabilisierung spielt, lassen 
sich einstweilen nur Vermutungen duBern. 
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wird die Giftigkeit véllig wieder hergestellt (unter Beriicksichtigung§ } 
der wihrend der Einwirkungszeit durch die Alkalikonzentratiq 
allein hervorgerufenen Inaktivierung). Genau so wie das Neuf! 
toxin verhalt sich das rohe Gift. Es ist zu folgern, daB in dene! 
Neurotoxin ein in alkalischer Lésung oxydierbares, in saurag! 
Lésung durch eine Thiolgruppe wieder reduzierbares System vor 
liegt. Sulfhydrylgruppen oder S—S-Bindungen lieBen sich inff 
Neurotoxin nicht nachweisen: sowohl die Nitroprussidnatriun.® 
probe wie die Sullivansche Reaktion verlaufen negativ, auch 
wenn man vorher mit Thioglykolsiure reduziert') oder mit Kaliun.® 
cyanid behandelt?). Als Arbeitshypothese ist jedoch die Annahmim. 
gerechtfertigt, daB im Neurotoxin eine Thiolactongruppe vorliegi® 
Diese erleidet im Sinne des folgenden Reaktionsschemas Ring. 
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éffnung und anschlieBende Oxydation mit Sauerstoff zur S-S-Gruppef 
Gleichzeitig verschiebt sich die Wasserstoffionenkonzentration 
infolge des Auftretens einer Carboxylgruppe zum Neutralpunkte® 
hin. Fiir die Oxydation ist der Zusatz von Spuren von Cu” er- 
forderlich. Mit Cystein erfolgt in saurer Lésung wieder Reduktion& 
und RingschluB zur Thiolactongruppe. | 

Es ist jedoch durch diese Befunde noch nicht ausgeschlossen,§ 
daB ein anderes Reduktions-oxydationssystem bei diesem Prozeb® 
eine Rolle spielt. Ferner sind die Vorgiinge bei der Kinwirkung§ 
von Alkali allein noch nicht geklart. 

Neben dem hochaktiven Neurotoxin haben wir eine zweite, 
in der Léslichkeit von diesem abweichende Fraktion isolieren § 
kénnen. Diese besteht, nach der Konstanz ihres Dialysenkoeffi- 
zienten (0,011) aus Molekiilen einheitlicher GréBe, die noch etwas F 
kleiner als die des Neurotoxins sind. Die Wirksamkeit betriigt 
im Tiertest jedoch nur etwa */, (1 ME. in 1 y) des hochaktiven § 


1) Freudenberg u. Wegmann, Diese Z. 233, 166 (1935). 
*) Hopkins, Nature (Lond.) 126, 328 (1930). 
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‘Materials und ist durch weitere Trennungsoperationen nicht zu 
erhohen. Insbesondere gelingt es nicht, aus dieser Fraktion das 
‘hochaktive Neurotoxin abzutrennen. Ob diese Fraktion durch 
l1aB in dey Inaktivierung des Neurotoxins entstanden ist, lieB sich bisher 
in sauree nicht nachweisen. 
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Beobachtungen an Viperidengiften. 


n sich ne . . 

idnatriun. Von F. Micheel und E. Bésser. 

ativ, auch Es standen uns fiir unsere Untersuchungen Gifte von Crotalus 
it Kaliuy.@ 2damanteus’) (Diamantklapperschlange), Crotalus terrificus, Bothrops 


 Annahme jararaca”), Bothrops alternata*) und Ancistrodon piscivorus’) zur 
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chlosseu,B dient jedoch mit Riicksicht auf die Wirkungsweise des Giftes und 


die friiher’) festgestellte Aktivierbarkeit von Hydrolysenprodukten 
| des Cobragiftes mittels zugesetzter EiweiBstoffe Beachtung. Bei 


— 'der Dialyse durch Cellophanmembranen gehen etwa 50°/, der 
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Verfiigung. 
‘einige Umstainde gegeniiber der der Colubridengifte erschwert. 
‘Zunichst ist neben der neurotoxischen eine betrichtliche Menge 
‘himolytischer und hamorrhagischer Komponenten vorhanden, die 
‘sich jedoch auf Grund ihrer gréBeren Empfindlichkeit erforder- 
'lichenfalls ohne starke Schidigung der neurotoxischen Komponente 
-zerstéren lieBen. 
eine chemische Bearbeitung hinderlich: 1. die wesentlich gréBere 


Die Untersuchung der Viperidengifte wird durch 


Zwei andere Higenschaften sind jedoch fir 


Empfindlichkeit gegen Siure und Alkali, 2. das betrachtlich héhere 


| Molekulargewicht. Durch Cellophan dialysieren bei diesen Giften 
_keinerlei giftige Anteile*). Wir geben im Versuchsteil Daten iiber 


’ | diese Kigenschaften. Trennungsversuche auf der Basis der fraktio- 
-Gruppe fe 


entration& 


alpunkte® vitst der in der Literatur beschriebenen Sekrete besaB, also recht 


_erhebliche Mengen inaktiver Beimengungen (wahrscheinlich durch 
| ungeeignete Trocknung inaktiviertes Gift) enthalten mubBte. 


nierten Fallung, Adsorption und Elution u. a. blieben daher er- 
folglos, insbesondere weil ein Teil unserer Gifte nicht die Akti- 


Kine Beobachtung am Gift von Ancistrodon piscivorus ver- 


-_—_. 





') Fiir die Beschaffung dieser Gifte sind wir Herrn R. T. Major von 
der Firma Merck & Cy., New Jersey zu groBem Dank verpflichtet. 
*) Eine Probe dieses Giftes verdanken wir Herrn Vital Brazil, 


Rio de Janeiro. 
8) Fiir die Uberlassung gréBerer Mengen dieses Giftes schulden wir 
Herrn V. Deulofeu, Buenos Aires, besonderen Dank. 
*) Versuche mit weniger dichten Membranen sind noch nicht ab- 
geschlossen. 
5) Micheel u. Kraft, a. a. O. 
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Substanz durch die Membran. Die Substanz im AuBenraum is; 


auch in groBen Dosen (5 mg fiir die 16 g-Maus) vollig unwirksam, f 


Der Innenraum jedoch hat bei einer Substanzabnahme von etw, 
50°/, nur wenig erhéhte Wirksamkeit pro Gewichtseinheit 
behalten, es hat also eine Abnahme der Miuseeinheiten auf fast die 
Halfte stattgefunden. Mischt man jetzt die Substanz aus Innen. 
und AuBenraum im friiheren Verhiltnis, so hat das Praparat dey 
urspriinglichen Gehalt an Mauseeinheiten. Es scheint also ein 
dialysierbarer Aktivator im rohen Gift vorhanden zu sein. Den 
gleichen Effekt kann man durch Einwirkung von Albumin oder 
Albumose auf die Substanz des Innenraumes erzielen (1:1\ 
wahrend Pepton 1:1 nicht merklich, im Verhialtnis 5:1 aber 
ebenso stark wie Albumin wirkt. Das Albumin, die Albumos 
und das Pepton waren durch Elektrodialyse gereinigt und un. 
gefallt. Es wurde friher') auf Grund der Aktivierbarkeit von 
leicht ultrafiltrierbaren Anteilen aus hydrolysiertem Gift von Naja 
flava die Méglichkeit diskutiert, da8B dem niedrigmolekularen, fir 
sich wenig giftigen Anteil, durch Zufuhr von hochmolekularen 
KiweiB der fiir die Giftwirkung erforderliche Trager wieder zu- 
gefiihrt wiirde. Da in dem Falle des Giftes von Ancistrodon 


piscivorus gerade die niedrigmolekularen Anteile als Aktivator 


wirken, diirfte die Wirkung des EiweifSes doch wohl eine andere sein. 


Die Untersuchungen am Cobragift zeigen, dab die neuro- 
toxische Komponente ein verhilltnismabig niedrigmolekularer Stofi 
ist, der den EiweiBstoffen mindestens nahe steht’). Ob die neuro- 
toxische Komponente der Viperidengifte in ihrer wirksamen Gruppe 
dem Colubridengift entspricht und sich nur durch ihre Verkniipfung 
an ein gréBeres Restmolekiil unterscheidet, oder ob andere Unter- 
schiede bestehen, dariiber kénnen wir noch keine Aussage machen. 
Auch die Viperidengifte sind durch einen Schwefelgehalt von 
3—4°/, (getrocknetes Rohsekret) ausgezeichnet. Die Bearbeitung 
eines physiologisch so hochaktiven Stoffes von verhiltnismabig 
geringem Molgewicht, wie es das Neurotoxin aus Najagift ist, 
bietet nicht nur fiir den Chemiker Interesse. Es ist aus der 
Kenntnis des Neurotoxins zu hoffen, daB auch in bezug auf den 
Aufbau anderer physiologisch hochwirksamer, teilweise aber 





1) Micheel u. Kraft, a. a. O. 
*) Damit soll die Frage noch nicht beantwortet werden, ob es sich un | 


ein als Ganzes wirksames Molekiil oder um eine an einem gréBeren Eiweib- 
molekiil haftende prosthetische Gruppe handelt und wie diese Bindung ist. 
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empfindlicherer Stoffe, z. B. der Toxine, die in ihrer Wirkungs- 
weise den Schlangengiften nahe stehen, der Hypophysenhormone 
oder mancher Enzyme eine Klarung méglich ist?). 


Wir sind der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir 
die Bereitstellung von Mitteln zu groBem Dank verpflichtet, ferner 
dankt der eine von uns (F.J.) der Justus Liebig-Gesellschaft 
und der I. G. Farbenindustrie fiir die Gewahrung von Stipendien. 


Bei der Durchfiihrung der Tierversuche wirkte Fraulein 
Klse Hettmer mit. 


Versuche am Colubridengift (f. Jung). 


Ultrafiltration und Dialyse. Das native Trockensekret (analytische 
Daten vgl. im theoretischen Teil) von Naja flava [1 ME. = 0,5—1 y?)] wird 
in der 20fachen Menge Wasser gelést, klar zentrifugiert und durch ein 
dichtes Kollodiumfilter*) zuerst bei 25, allméhlich steigend bis zu 75 Atmo- 
sphiiren Druck (Stickstoff) filtriert*) und mit wenig Wasser nachgewaschen. 
Durch des Filter gehen etwa 10°/, des Materials, die nahezu unwirksam 
sind. Der Filterriickstand wird in Wasser gelést und zusammen mit der 
Elutionsfliissigkeit des Filters in einem Cellophanschlauch *) unter bestiindigem 
tiihren gegen Wasser dialysiert. Das AuBenwasser wird 3—4 mal (Gesamt- 
dauer 2—3 Tage) erneuert (im letzten Wasser ist nur wenig Material ent- 
halten) und in einer geriumigen kontinuierlich arbeitenden Apparatur sofort 
in Vakuum einer Olpumpe bei einer Badtemperatur von 30° weitgehend 
eingedampft. Die stark eingeengte Fliissigkeit wird sodann im Exsiccator 
iiber Kaliumhydroxyd und Schwefelsiure zur Trockne verdampft. Man 
erhilt 60—70°/, des Ausgangsmaterials mit einer Wirksamkeit von 0,3 bis 
0,47 = 1ME. Das im Innenraum Enthaltene flockt zum Teil aus. Das 


') In den letzten Jahren sind Schlangengifte hiufig zur Behandlung von 
pilepsie oder Krebs, auch zur Schmerzbekiimpfung herangezogen worden. 
Uber die Erfolge laBt sich ein véllig sicheres Urteil noch nicht gewinnen. 

*) Die Ausfiihrung der Testung ist im theoretischen Teil beschrieben. 
Zur genauen Ermittlung der d. 1. m. wurde der Grenzwert durch Eingabeln 
von oben und von unten ermittelt. Mit der als richtig bestimmten Dosis 
werden 3 Tiere gespritzt. Davon kann mitunter eins am Leben bleiben. 
Bei Verabfolgung von einer um 5°/, niedrigeren Dosis darf nur schwere 
Atemstérung, aber kein Tod, bei einer um 5°/, héheren Dosis mu8 immer 
der Tod eintreten. 

‘) Z. B. 8 Minuten-Filter der Membran-Filter-Gesellschaft Géttingen. 
is empfiehlt sich nicht, noch dichtere Filter zu nehmen, weil dann zu 
schnell Verstopfung eintritt und die Filtration sehr lange dauert. 

‘) Ultrafiltration unter Riihren (elektromagnetisch) mit dem Apparat 
der Vereinigung Géttinger Werke. 

‘) Cellophanmaterial wurde uns liebenswiirdigerweise von der Firma 
alle & Co. zur Verfiigung gestelJt. Der Schlauch mu8 vorher durch Wissern 
von Glycerin befreit werden. 
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Geldste ist nach dem Abzentrifugieren und Eindampfen nicht mehr vollig § 
in Wasser léslich. 


Reinigung durch fraktionierte Fallung. Das eingetrocknete Dia. 
lysat wird in Wasser gelést, klar zentrifugiert und mit steigenden Mengey 
absoluten Alkohols unter Verwendung eines miBigen Temperaturgefiilles 
und langsamer Abkiihlung (Dewargefa8) fraktioniert gefillt. Zweckmiibig 
nimmt man die Fillung in Zentrifugenglisern vor und isoliert die F'rak. 
tionen durch Abzentrifugieren. Bei den ersten Fraktionen (A) ist die Akti. 
vitit 0,28—0,3 y = 1 ME. In Lésung bleibt ein Material (C) mit mehr aj 
ly =1ME. Aus diesem li8t sich die im theoretischen Teil beschriebene 
niedrigmolekulare Fraktion (D) von 1 y = 1ME. gewinnen. Die B-Frak. 
tionen (0,16—0,2 y = 1 ME.) werden an ihrem isoelektrischen Punkte (etwa 
Pp = 7) der fraktionierten Fillung unter Verwendung der isothermen 
Destillation des Fallungsmittels fraktioniert. 


Dazu wird das Material in wenig Wasser gelést und mit Veronal—Natrium. 
puffer'), weniger gut mit Phosphatpuffer, auf das gewiinschte py gebracht. 
Die Lésung wird (am besten wieder in einem Zentrifugenglase) in einer 
durch Quecksilberdichtung abgeschlossenen Glocke geriihrt und gleichzeitig 
Aceton aus einer Schale hinzudestillieren gelassen. Die ausgefillten Frak. 
tionen werden alle 24 Stunden abzentrifugiert. Man erhilt so durch Zu- 
sammengeben geeigneter Fraktionen und weiteres Ausfillen das héchst 
wirksame Priparat (0,12 y = 1 ME.). Dieser Stoff erweist sich im Réntgen- 
licht als amorph*). Er gibt positive Biuretreaktion. 


2,939 mg Subst.: 4,870 mg CO,, 1,83 mg H,O. — 4,815 mg Subst.: 
1,930 mg BaSO,. — 4,406 mg Subst.: 0,574 (20,5°, 740 mm), 3,004 mg Subst.: 
0,04 (19°, 725 mm) cem N,. 


Gef. C 45,19 H6,97 $5,515) N 14,75 NH, 1,45. 


Bestimmung des Dialysenkoeffizienten. Die verwandte Apparatur 
war in Anlehnung an eine von Klages‘) beschriebene konstruiert. Die 
Dialyse wurde in einem nahezu temperaturkonstanten Raume ausgefiihrt. 
Zur Verwendung gelangte eine Cellophan-300-Membran und die Konzen- 
trationsiinderung des Innenraumes wurde durch Entnahme von Proben aus 
dem Innenraume, Abdampfen der Lisung im Wiigeglischen und Mikro- 
wigung bestimmt (Kontrolle durch den Tiertest). Anfangskonzentration 0,5°),. 


Mittlere Dialysenkoeffizienten: 


Rohrzucker . . . 0,097 Clupein. . . . 0,030 
Neurotoxin . . . 0,0085 FraktionD. . . 0,011 


1) Michaelis, Biochem. Z. 234, 139 (1931). 

*) Wir verdanken die Aufnahmen Herrn Doz. Dr. Laves, Géttingen. 

5) Wir haben eine gro’e Anzahl von Schwefelbestimmungen in ver- 
schiedenen analytischen Laboratorien ausfiihren lassen. Davon lagen die 
des einen um etwa bis zu 0,5°/, niedriger, eines anderen bis zu 0,5°/, hoher 
als der angegebene Wert. 

*) Liebigs Ann. 520, 73 (1935). 
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Oxydation und Reduktion. Wir beschreiben einen Versuch aus 
einer groéBeren Reihe: Das Neurotoxin wird in einer sehr schwachen Natron- 
lauge gelést, so daB nach Zugabe von Kupferacetat das py bei 10,0 liegt. 
(Die Konzentration des Cu” betrigt 0,05—0,1 y in 1cem.) Ein Teil der 
Lisung bleibt unter sauerstofffreiem Stickstoff stehen (I) (Kontrolle). Der 
Rest wird 24 Stunden mit Sauerstoff, der sorgfiltig von CO, befreit ist, 
pehandelt. Die Wasserstoffionenkonzentration geht dabei auf 7,9 zuriick (II). 
Beide Liésungen werden mit Essigsiure auf py, 7,0 gebracht und aus- 
gewertet. Ein Teil der oxydierten Loésung wird sodann nach Vertreiben 
des Sauerstoffs mit der 10 fachen Menge Cysteinhydrochlorid (bezogen auf 
das vorhandene Neurotoxin) versetzt, mit Essigsiure auf py 2—3 gebracht 
und mehrere Stunden unter sauerstofffreiem Stickstoff aufgehoben (III). 
Ahnliche Versuche wurden an dem nativen Gift ausgefiihrt. Uber die Ver- 
inderung der Wirksamkeit unterrichtet die folgende Ubersicht: 








Neurotoxin | natives Gift 
d.l.m. iny]} d.l.m. iny 





0,12 0,68 








Unbehandeltes Priiparat 

a a a se ae 0,17 0,75 
ist abe ow f= 0,24 1,15 
ee ae 0,18 0,75 


Es zeigte sich dabei, daB das Neurotoxin durch Alkali allein stirker 
geschidigt wird als das native Gift. 


Versuche an Viperidengiften (E. Bésser). 


Der Tiertest wurde beim Gift der Bothrops-, Crotalus- und Ancistro- 
donarten, wie beim Najagift beschrieben, ausgefiihrt. Der Tod trat zwar 
ebenfalls unter Atembeschwerden ein. Daneben treten aber starke Himor- 
thagien und Schwellungen ein. Hiufig kommt es zu Lihmungserscheinungen 
an den Extremititen (besonders beim Ancistrodongift). 


Dialysenversuche durch Cellophan. Bei Dialysenversuchen unter 
Verwendung von Cellophanschlauch erwies sich die durch die Membran 
getretene Substanz als unwirksam. Die technischen Einzelheiten sind die 
gleichen, wie beim Najagift beschrieben. 








Ausgangsmaterial 
d.l.m. ME. in v 


Dialysierender 
Anteil in %, 











Bothrops alternata. . . . . . . 11 10 





Bothrops jararaca . . . . . 44 
Crotalus terrificus!). . .... . 38 D4 
Ancistrodon piscivorus?) . : “ 45—55 





') Es handelt sich also um verhiltnismiBig wenig wirksame Gift- 
sekrete, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXXXIX. 17 
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Aktivierung des nicht Dialysierenden aus Ancistrodongift. 


130 mg Gift (1 ME. = 30) geben: 


Innenraum. . . . . 65,54 mg (1 ME. = 30 7) 
AuBenraum. . . . . 52,34 ,, (inaktiv). 


Substanz Innenraum + AuBenraum (1:1) 1ME.= 18,87) (bezogen auf 
+ Albumin... (1:1) 1 ,, = 18,8y7| dieangewandt 
‘: ‘ + Albumose . (1:1) 1 ,, = 20,5 7| Menge aus den 

‘ + Pepton... (1:5) 1 , =19 y) Innenraun), 


29 ”? 


Bei einem anderen Rohprodukte (1 ME. = 34) geben der Innenrauy 
(45°/,) 1 ME. = 347; Innenraum + Au8enraum (oder Albumin) (1:1) 21, 
(bezogen auf die angewandte Menge Innenraum). | 

Inaktivierung des Giftes von Bothrops alternata. Der Abfall de § 
Wirksamkeit bei Zimmertemperatur und verschiedenem py geht aus folgende 
Ubersicht hervor: 














nach 1 Std. | °/, der urspriingl. | nach 24 Stdn.| °/, der urspriingl. 
Pu | 1 ME. in Wirksamkeit 1 ME. in 7 Wirksamkeit 
1,84 75 14,6 190 5,8 
3,16 62,5 17,5 100 10,9 
3,95 25 43,8 50 21,9 
4,64 17,5 62,5 28,4 38,5 
5,93 11 100 11,6 94,5 
7,07 16,9 64,7 18,1 60,8 
7,43 22 50 25 43,8 
11,42 61,5 17,8 91 12,1 














Das native Gift zeigt in verdiinnt-waéBriger Lésung eine Wasserstof: 
ionenkonzentration von etwa 5,8—6,0; diese liegt also im Bereich def 
gréBten Stabilitét des Giftes. 
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Uber das Verhalten des Taurocyamins im Stoffwechsel 
und das Vorkommen von Glykocyamin im Harn. 
Von 


D. Ackermann. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Marz 1936.) 








Aus dem Gedanken heraus, daB das — in der belebten 
Natur bisher nicht aufgefundene — Taurocyamin [Guanyltaurin 
HN : C(NHCH,CH,SO,H)-NH,1)] die Vorstufe bei der Bildung 
des Asterubins [Dimethyl—Guanyltaurin HN : (NHCH,CH,SO,H) 
.N(CH,), 7)] sein kénnte, wurde ein Fiitterungsversuch mit 20 g 
Taurocyamin am. Hunde vorgenommen. Die Erwartung, daf eine 
Methylierung erfolge, hat sich indessen nicht bestitigt: ein Teil 
des Taurocyamins (8°/,) erschien im Harn unverandert wieder; 
Asterubin lieB sich nicht darin nachweisen. In faBbaren Mengen 
(161 mg) wurde jedoch daneben Glykocyamin festgestellt. Es ist 
nun denkbar, wenn auch nicht sehr wahrscheinlich, daB dieser 
Kérper im Stoffwechsel unter Verlust der Sulfosiuregruppe und 
Oxydation aus Taurocyamin gebildet wird. Ein solcher Schluf 
kann aber nur gezogen werden, wenn entweder das Glykocyamin 
ohne Taurocyaminverabreichung tiberhaupt nicht auftritt oder doch 
in einer unverhiltnismiBig geringeren Menge. 

Das Glykocyamin ist nun bereits im Harn beobachtet worden 
und zwar von C. J. Weber’), der es bei zwei muskeldystrophi- 
schen Knaben von 8 und 12 Jahren nach Glykokollverabreichung 
feststellte und analysenrein gewann (Fall I: 18tagige Sammel- 
periode mit 660 mg Glykocyaminpikrat. Fall Il: 8tagige Sammel- 
periode mit 274 mg Pikrat). Spiter berichtete dann derselbe 


Autor‘) itiber das Vorkommen auch im Harn von normalen Men- 
schen und im Harn von Hunden wihrend des Hungers. Die vor- 
liufige Mitteilung bringt noch keine analytischen Daten des reinen 
Kérpers. 
Um mich nun selbst von dem Auftreten von Glykocyamin 
im normalen Hundeharn zu iiberzeugen, habe ich die Angaben 
sy" 
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Webers einer Nachpriifung unterzogen. Die von ihm angegebene 
Methode wandte ich zuerst auf den Harn eines Muskeldystro. § 
phikers*) an, der Glykokoll und Gelatine erhalten hatte. Als sich 
hier Glykocyamin als Pikrat in reiner Form feststellen lieB, unter. 
suchte ich und zwar mit dem gleichen Erfolg den Harn desselbey 
Hundes, der einige Monate vorher Taurocyamin erhalten hatte, 
wobei die Ernihrung im iibrigen die gleiche war. Da die hierbei 
erhaltene Menge nicht wesentlich von der nach Verabreichung 
von Taurocyamin erhaltenen abweicht, komme ich zu dem Schluf, 
daB héchstwahrscheinlich das Taurocyamin im Stoffwechsel nicht 
in Glykocyamin iibergeht. Eine vollig sichere Entscheidung hier. 
iiber wiirde nur eine quantitative Bestimmung des Kérpers im 
Harn mit und ohne Taurocyaminverabreichung geben kénnen, 
Von einer solchen habe ich indessen abgesehen. 

C. J. Weber wendet fiir die quantitative Glykocyaminbestim- 
mung die von ihm ausgearbeitete Methode an, welche es ermig- 
licht, Substanzen, die die Sakaguchische Farbenreaktion geben, 
auf colorimetrischem Wege mengenmifig zu erfassen, und zwar 
im Eluat eines Adsorbates von Lloyds Reagens. Ich habe nun 
einmal bei der Aufarbeitung von 2 Liter normalem Menschenharn 
feststellen kénnen, da’ mit dem Lloydschen Reagens 110 mg 
Allantoin adsorbiert wurden (Gef. C 30,27 H 4,07 N 35,53. Ber. 
fiir Allantoin: C 30,36 H 3,83 N 35,45. Ber. fiir Glykocyamin: 
C 30,74 H 6,02 N 35,89). Die Werte liegen fiir Allantoin und 
Glykocyamin, abgesehen vom Wasserstoffwert, ziemlich nahe und 
als ich in diesem Priparat auch die Sakaguchische Probe posi- 
tiv fand, lag der Gedanke nahe, daB es sich nur um verunreinigtes 
Glykocyamin handelte. Es war dies jedoch nicht der Fall, denn 
abgesehen von den fiir Allantoin gut stimmenden Analysenwerten 
war auch der Schmelzpunkt der eluierten Substanz von 219° der 
des Allantoins, wihrend Glykocyamin bei viel héherer Temperatur 
noch keine Verainderung zeigt. Vor allem aber konnte ich an 
reinen Allantoinpraparaten anderer Herkunft feststellen, daB auch 
sie mit den Sakaguchischen Reagentien eine Rotfarbung gaben. 

Um die Probe deutlich zu bekommen, verwendet man am 
besten eine kaltgesittigte Allantoinlisung, zu der man nach Zu- 
gabe der gebriiuchlichen Menge alkoholischer «-Naphthollésung 
eine etwas gréBere Menge Hypochloritlésung zutropft, als iiblich: 





*) Diesen Harn stellte in dankenswerter Weise Herr Prof. Schalten- 
brand zur Verfiigung. 







































































gegebene 
eldystro. 
Als sich 
B, unter. 
lesselbey 
n hatte, 
e hierbej 
reichung 
1 Schlus, 
sel nicht 
ing hier. 
‘pers im 
k6nnen, 


nbestim- 
3 ermog- 
n geben, 
nd zwar 
abe nun 
henharn 
110 mg 
3. Ber. 
ycyamin: 
oin und 
ahe und 
be posi- 
reinigtes 
ll, denn 
nwertel 
19° der 
iperatur 
ich an 
4B auch 
r gaben. 
1an aM 
ach Zu- 
lésung 
tiblich: 


halten- 








Uber das Verhalten des Taurocyamins im Stoffwechsel usw. 9288 


erneute Zugabe von Naphthollésung lift die Rotfarbung noch 
deutlicher werden. Bei etwas geringerer Allantoinkonzentration 
wird der Farbenton himbeerartig zum Unterschied von dem Rot 
hei den Guanidinderivaten. 

Eine Rotfarbung durch Allantoin tritt unter Anwendung von 
Hypobromit, worauf mich Herr Thomas aufmerksam machte, 
nicht ein, so daB man eine Stérung der quantitativen Glyko- 
cyaminbestimmung nach Weber in Harneluaten durch Allan- 
toin wohl nicht zu befiirchten hat. Bei qualitativer Anstellung 
der Sakaguchiprobe mit Hypochlorit ist indessen das Reagieren 
yon Allantoin zu beachten. 

Kine andere Bestimmung des Glykocyamins im Harn hat 
inzwischen K. Thomas ausgearbeitet, wie er mir dankenswerter- 
weise mitteilt. Sie wird demnichst veréftentlicht werden und fiihrt 
zu noch héheren Werten, als die von Weber bisher fiir Dystro- 
phikerharne veréffentlichten. Seine Methode lieS Thomas schon 
vor einem Jahr die Angaben Webers iiber das Vorkommen von 
Glykocyamin in ihnen bestitigen. 


Experimenteller Teil. 


Verfiitterung von Taurocyamin. Ein 27 kg schwerer Schiferhund 
erhilt innerhalb 4 Tage 20 g Taurocyamin im Futter, was ohne Widerwillen 
genommen wird und keine sichtbaren Erscheinungen macht. Der Harn 
(6 Liter) wird bei schwefelsaurer Reaktion mit Phosphorwolframsiure aus- 
gefillt, worauf das Filtrat, welches das Asterubin enthalten muB8te, nach 
Beseitigung der Phosphorwolframsiure und des gré8ten Teiles der Schwefel- 
siiure bei schwach schwefelsaurer Reaktion stark eingeengt wird. Nach 
Abtrennung anorganischer Substanzen mit Methanol und Athanol 1a8t sich 
ein grober Teil des Harnstoffes mit Oxalsiure beseitigen. Es folgt Aus- 
fillung des Bariums und Chlors und hierauf eine zweite Phosphorwolfram- 
siurefiillung, die in eine Lésung der freien Basen verwandelt wird. Der 
Sirup derselben 1iBt mit Alkohol etwas Kreatin abtrennen, in dessen Filtrat 
mit alkoholischer Pikrinsiure noch ein Teil des Kreatinins fallt. Die von 
diesem Pikrat ablaufende Fliissigkeit enthilt das Glykocyamin, das sich 
nach Beseitigung von Alkohol und Pikrinsiiure durch Fiillen des erhaltenen 
Sirups mit Methanol in einer Menge von 161 mg abtrennen 1laBt. Die 
Sakaguchiprobe ist intensiv. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren erhilt 
man 35,44°/, N (Ber. 35,89°/, N), worauf mit wiBriger Pikrinsiure gefillt 
wird. Nach 2maligem Umkrystallisieren liegt reines Glykocyaminpikrat vor. 


5,251 mg Subst.: 6,065 mg CO,, 1,410 mg H,O. — 4,140 mg Subst.: 
0,869 cem Ng (21°, 747,5 mm). 

C,H,N,0, . C,H,N,0, Ber. C 31,20 

Gef. ,, 31,50 


N 24,28 
» 23,98. 


H 2,91 
» 3,00 
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Das Glykocyamin hat im Gegensatz zum Glykocyamidin ein leich; 
lésliches Phosphorwolframat, ist aber aus dem vorliegenden Gemenge doch 
in diese zweite Phosphorwolframsiurefillung eingegangen. 


Das Phosphorwolframsiurefiltrat liefert nach Beseitigung der PWs 
und der Hauptmenge der Schwefelsiiure und Einengen durch Alkoholfillung 
auBer etwas Natriumsulfat 1,7 g Taurocyamin. Sakaguchiprobe stark positiy, 
Schmelzp. 262°. 


5,062 mg Subst.: 4,000 mg CO,, 2,540 mg H,O. — 5,200 mg Subst, 
1,466 cem N, (19°, 747 mm). 


C,H,N,0,S Ber. C 21,55 H5,88 WN 25,14 
Gef. ,, 21,55 ,, 5,61 ,, 25,84. 


Die alkoholische Mutterlauge des Taurocyamins schied nach lingeren 
Stehen noch 2,17 g Allantoin ab, doch lieB sich trotz griindlichen Suchen; 
Asterubin nicht entdecken. 


Isolierung von Glykocyamin aus Dystrophikerharn und normalen 
Hundeharn nach der Methode von C. J. Weber. Der Harn wird bei congo- 
mineralsaurer Reaktion mit Lloyds Reagens geschiittelt, das man nach 
dem Absaugen und Waschen mit Barytwasser eluiert. Aus dem Eluat 
beseitigt man mit Phosphorwolframsiiure vor allem das Kreatinin und engt 
das Filtrat nach Abscheidung der PWS und Schwefelsiure zum Sirup ein. 
Dieser wird mit Alkohol aufgenommen, in welchen nicht unerhebliche Mengen 
Harnstoff hineingehen. Der in Alkohol unldésliche Riickstand enthiilt da: 
Glykocyamin verunreinigt mit Kreatin, das durch Siurebehandlung in der 
Hitze in Kreatinin iibergefiihrt wird. Es folgt eine zweite PWS-Fiillung 
und im Filtrat derselben ist das Glykocyamin als Pikrat zu isolieren. 


Dystrophikerharn: 10 Liter eines Erwachsenen mit schwerer 
Muskeldystrophie, der tiglich 7 g Glykokoll und 40 g Gelatine erhielt, mit 
200 cem 50°/,iger Schwefelsiiure und 500 g Lloyds Reagens*) behandelt. 
282 mg Glykocyaminpikrat. Zersetzungsp. 201—202°. Starke Sakaguchi. 
reaktion. 


4,979 mg Subst.: 5,690 mg CO,, 1,290 mg H,O. — 6,220 mg Subst. 
1,326 ecm N, (18°, 741 mm). 


C;N,N,0, ° C,H,N,0; Ber. o 31,20 H 2,91 N 24,28 
Gef. ,, 31,17 ,, 2,90 ,, 24,88. 


Normaler Hundeharn: 20 Liter mit 400 ccm 50°/,iger Schwefel 
siure und 1000 g Lloyds Reagens behandelt. 135 mg Glycocyaminpikrat. f 
Starke Sakaguchireaktion. Zersetzungsp. 198—202°. 

4,623 mg Subst.: 5,835 mg CO,, 1,280 mg H,O. — 4,98 mg Subst.: 
1,067 cem N, (19°, 737 mm). 


Gef. C 31,47 H 310 N 24,29. 





*) Firma Eli Lilly, Indianopolis U.S. A. 
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Zusammenfassung. 


1. Verfiittertes Taurocyamin wurde beim Hund zu 8°/, im 
Harn wiedergefunden. 

2. Kin Ubergang in Asterubin durch Methylierung konnte 
nicht festgestellt werden. 

3. Das im Harn hierbei festgestellte Glykocyamin wird nicht 
auf den Abbau des Taurocyamins bezogen, sondern als vorgebildet 
angesehen. 

4. Die Angabe C. J. Webers, da8 Glykocyamin im Harn 
des Dystrophikers und im normalen Hundeharn vorkommt, wird 
hestatigt. 

5. Allantoin kann aus Harn von Lloyds Reagens auf- 
genommen werden und gibt trotz Fehlen des Guanidinkernes eine 
der Sakaguchischen sehr ihnliche Farbenreaktion bei Anwen- 
dung von Hypochlorit. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fir Be- 
schaffung von Mitteln zur Durchfiihrung dieser Untersuchung. 
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Die Umwandlung von Histidin in Histamin 
im tierischen Organismus. 


Von 


W. Bloch und H. Pinésch. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Basel.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Marz 1936.) 


Kiner Anregung der Herren Dr. M. Guggenheim und 
Prof. S. Edlbacher folgend, haben wir uns die Frage vorgelest, 
ob es méglich ist, den Nachweis zu fiihren, da8 das im Tier. 
kérper vermutete Histamin aus der Aminosaure Histidin gebildet 
werden kann. In einer ausfiihrlichen Zusammenstellung hat 
H. Burchard?) diese Frage kritisch beleuchtet und darauf hin- 
gewiesen, daB eigentlich noch niemals durch Elementaranalysen 
ein einwandfreier Nachweis des Histamins im Tierkérper gegliickt 
ist. Wohl isolierten Barger und Dale?) Pikrate, aber es fehlt 
die endgiiltige Identifizierung dieser Stoffe. Andererseits wird die 
Méglichkeit des Vorkommens des Histamins durch die in den 
verschiedensten Organen und namentlich der Niere auftretende 
Histaminase sehr wahrscheinlich gemacht, denn es wire doch 
merkwiirdig, wenn ein solches Enzym existieren wiirde, wahrend 
das zugehérige Substrat iiberhaupt nicht auftritt. Die Entdeckung 
von D. Ackermann), daB durch Faulnis von Bakterien Histidin 
in Histamin iibergefiihrt wird, und die zahlreichen Arbeiten von 
M. Guggenheim‘) und anderen Autoren haben ja erwiesen, dab 
eine solche Decarboxylierung des Histidins in der Pflanzenzelle 
tatsichlich stattfindet. Andererseits haben die Untersuchungen 
von S. Edlbacher') gezeigt, da das Histidin im tierischen Stoff- 
wechsel eine ganz eigenartige Rolle einnimmt, und in seiner ersten 
Mitteilung iiber die Histidase hat letzterer®) schon darauf hin- 
gewiesen, daB dieses Enzym méglicherweise in den Histidinhaushalt 





) Klin. Wschr. 13, 1037 (1934). *) J. of Physiol. 41, 499 (1910/11). 
*) Diese Z. 65, 504 (1910). 

*) Die biogenen Amine, Verlag Springer 1924. 

‘) IV. Mitt., Diese Z. 224, 261 (1934). 

*) Diese Z. 157, 106 (1926). 
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des Organismus in der Weise eingreift, daB bei einem Uber- 
angebot von Histidin Histidase regulierend auf die Histaminbildung 
wirkt. Es waren also zwei Enzyme, die Histidase der Leber und 
die Histaminase, die hauptsichlich in der Niere vorkommt, welche 
den Histaminhaushalt im tierischen Organismus bestimmen. End- 
lich steht dieses Problem vielleicht auch im Zusammenhang mit 
der eigentiimlichen Heilwirkung des Histamins auf Magen- und 
Darmulcus. Es sei auch darauf hingewiesen, dab sowohl Krebs?) 
als auch Edlbacher und Neber (a. a. O.) zeigen konnten, daB 
die Sonderstellung des Histidins dadurch hervortritt, dab diese 
Aminosdure sich bei der oxydativen Desaminierung durch iiber- 
lebende Nierenschnitte ganz anders verhilt als alle iibrigen Kiweib- 
bausteine. 

In den hier wiedergegebenen Untersuchungen wurde zunichst der 
Histamingehalt der verschiedenen Saugerorgane (Meerschweinchen) 
mittels der Darmmethode annihernd bestimmt. Dabei konnte 
die von anderer Seite (a. a. 0.) gemachte Beobachtung bestitigt 
werden, daB die Lunge den hauptsiichlichsten Speicher fiir das 
Histamin darstellt. Es wurde zunicht an einem gréBeren Tier- 
material der Durchschnittsgehalt der verschiedenen Meerschwein- 
chenorgane an Histamin ermittelt, und dann wurde einer gréBeren 
Zahl von Tieren neutralisierte Histidinlésung subcutan injiziert 
und 5 Stunden nach der Injektion der Histamingehalt der einzelnen 
Organe festgestellt. Dabei ergab sich ziemlich einwandfrei eine 
durchschnittliche Erhéhung des Histamingehalts der Lunge um 
fast das Doppelte. In den iibrigen Organen lieB sich eine solche 
Erhéhung der Histaminwerte mit Sicherheit nicht nachweisen. 
Nun kénnte gegen diesen Befund der Einwand erhoben werden, 
da8 durch irgendeinen unspezifischen Reiz die Erhéhung der 
Histaminwerte herbeigefiihrt worden ist. Es wurden deshalb in 
ganz analoger Weise auch andere Aminosiiuren injiziert, und zwar 
Argininchlorhydrat, Glutaminsaiure, Asparaginséure, Valin, Glyko- 
koll, Alanin, Arginincarbonat, ebenso noch physiologische Kochsalz- 
lésung und 5 und 10°/,ige Kochsalzlésung. Auch wurde eine 
Anzahl yon Tieren durch lingere Zeit hindurch auf absoluten 
Hunger gesetzt und untersucht, ob die durch den Hunger bedingte 
KiweiBeinschmelzung einen iAhnlichen Effekt wie die Histidin- 
injektion herbeifitihren kann, denn es wire denkbar, daB das beim 
EiweiBabbau auftretende Histidin teilweise auch in Histamin iiber- 





’) Diese Z. 217, 191 (1933). 
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gefiihrt wird. Soweit unsere Versuche einen SchluB gestattep, 
ist dies aber nicht der Fall. Nur bei Histidininjektion kann die 
Erhéhung des Histamingehalts der Lunge nachgewiesen werden, 
Es ist deshalb mit groBer Wahrscheinlichkeit anzunehmen, dag 
wirklich das Histidin die Muttersubstanz des Histamins 
darstellt, indem es durch einen Decarboxylierungsvorgang, de; 
noch niher zu untersuchen wire, in Histamin iibergeht, und dag 
dieses Histamin dann zu einem Teil in der Lunge gespeichert 
wird. Die eigentiimliche Tatsache, daB gerade die Lunge eiy 
Speicherungsorgan dieses Aporrhegmas ist, wurde ja von klinische; 
und pharmakologischer Seite mit gewissen klinischen Problemen 
in Zusammenhang gebracht. Uber diesen ganzen Fragenkomplex 
wird gelegentlich noch weiter berichtet werden. 


Bei den Untersuchungen zeigte es sich nun, daB die Reaktion des Histamins 
auf den tiberlebenden Meerschweinchendarm durch Proteine und Peptone in 
nicht vorauszusehender Weise beeinfluBt werden kann. Wir versuchten daher 
zuniichst diese Wirkung dadurch zu eliminieren, daB wir das zerkleinerte Organ 
mit 70°/,igem Methyialkohol extrahierten und nach Entfernung des Methyl. 
alkohols das Residium einer Salzsiiurehydrolyse unterwarfen. Es stellte sich 
aber dann heraus, daB die dabei auftretenden Peptide und Aminosiiuren 
ebenfalls die Darmreaktion deutlich hemmten. Es sind gegenwirtig im 
Institut Untersuchungen im Gange, welche die einzelnen Aminosiuren in 
dieser Hinsicht zu charakterisieren suchen. Unsere endgiiltige Methode 
gestaltete sich auf Grund dieser Erfahrungen sehr einfach, indem wir das 
gewogene, mit Quarzsand zerkleinerte Organ mit 70°/,igem Methylalkoho! 
24 Stunden extrahierten, den Methylalkohol durch Abdampfen entfernten 
und den Rest in einer bestimmten Menge Wasser zur Lésung brachten. 
Manchmal wurden diesem Wasser auch einige Tropfen n/10-Natronlauge 
zugesetzt, um eine bessere Liésung zu erzielen. Vor der Durchfiihrung der 
Reaktion wurde der Extrakt aber immer mit n/10-Salzsiure genau neutra- 
lisiert. Der Zusatz dieser Natronlauge zeitigte keine wesentlich anderen 
Werte wie die rein wiBrigen Liésungen. Die Meerschweinchen erhielten 
pro 100 g Kérpergewicht je 0,1 g Histidinchlorhydrat in Form einer neutralen 
Lésung subcutan am Riicken eingespritzt. Fiinf Stunden nach der In- 
jektion wurden die Tiere durch Kopfschlag getétet, die Organe méglichst 
rasch herauspripariert, mit dem mehrfachen Gewicht an Quarzsand in ge: 
kiihlten Reibschalen verrieben und mit der 10fachen Menge 10°/,igen 
Methylalkohols 24 Stunden im Eisschrank extrahiert. Es wurde abzentri- 
fugiert, der Methylalkohol am Wasserbad verdampft, der Riickstand mit 
einer genau gemessenen Menge Wasser (meistens 10 ccm) aufgenommen. 
Diese Lésung wurde, eventuell bei entsprechender Verdiinnung, zur Aus- 
wertung am tiberlebenden Meerschweinchendarm verwendet. 

Bei der Auswertung am Darm gingen wir so vor, da8 wir zuniichst 
durch drei verschiedene Histamindosen die Reaktionsfihigkeit des Darm- 
stiickes ermittelten, indem wir meistens 5,0, 2,5 und 1 y Histamin (,,I[mido*- 
Roche) einwirken lieBen. Nun wurde in verschiedener Konzentration die 
zu untersuchende Lésung gepriift, und vor jedem solchen Versuch durch 
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| yorherige und nachherige Gaben der entsprechenden Histaminmengen der 


Versuch blockiert. Selbstverstindlich wurde diese Art der Auswertung bei 


jedem untersuchten Extrakt mehrmals durchgefiihrt, und Versuche, die aus 


irgendwelchen Griinden UnregelmiBigkeiten ergaben, wurden ausgeschieden. 
Bei den Versuchen mit vorausgegangener Organhydrolyse wurden verschie- 
dene Salzsiurekonzentrationen untersucht, wobei wir bis zu 20°/, HCl 
ingen. Da diese Methode keinen Vorteil bietet, gehen wir nicht niher 
auf die diesbeziiglichen Versuche ein. Von den zahlreichen Versuchen, 
die wir angestellt haben, geben wir hier nur einen kleinen Auszug wieder. 






























































Tabelle 1. 
Meerschweinchen, normal, nicht gespritzt. 
Gewicht Lungen- Histamingehalt 
Nr. | des Tieres gewicht Leber | Niere | Muskel | Lunge 
a ¢ prog | prog | prog | prog 
700 4,98 | | 20 7 
2 —_ 4,99 | | 16 
3 630 4,21 | | 33 
4 710 6,56 | | 26 
5 730 4,93 | | 30 
6 675 6,04 | | 25 
7 335 3,61 | | 22 
8 re 3,02 | | 12 
9 _ 2,73 | 22 
10 560 5,78 | | 26 
11 365 4,0 | | 18 
12 635 4,8 0 | 4y oO | & 
13 370 4,86 0 | 4 | Spur | 18 
Tabelle 2. 
Meerschweinchen, Histidininjektion. 
Pro 100 g Gewicht je 0,1 g neutralisiertes Histidinchlorhydrat. 
Gewicht Lungen- Histamingehalt 
Nr. | des Tieres gewicht Leber | Niere Muskel | Lunge 
& < pro g | pro § pro § pro g 
—— ——————————— ener a en —— ——— tes — —_= 
1 576 6,1 | 45 
2 608 4,37 | 45,5 
3 578 4,47 | | 40 
4 585 6,3 | | 37 
5 695 4,5 | | 55 
6 561 2,3 ly 7 | «(OO 40 
7 430 2,92 1 Spur | 0 31 
8 410 3,56 0,5 10 | Spur 31 
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Tabelle 3. 


Injektion von anderen Aminosiuren, Kochsalz 
und Hungertiere. 








Gewicht 








Aus den obigen Tabellen ist wohl deutlich ersichtlich, dab 
der Histamingehalt des Lungengewebes pro Gramm meistens in 
der GréBenordnung von 15—25 y liegt, waihrend nach Histidin- 
injektion der Gehalt auf 30—45 y ansteigt. 
daB eine relativ hohe Histidingabe ein deutliches An- 
steigen der Histaminwerte der Lunge zeigt. 


Nr. Injektion von d. Tieres 
< 
1 | Argininchlorhydrat 10°), 490 
2 desgl. 550 
3 desgl. 520 
4 desgl. 450 
5 | Arginincarbonat 30°/, .. 345 
6 | Glutaminsiure 10°/, .. 410 
7 | Glutaminsiure 10°/, .. 480 
8 | 1l-Asparaginsiure 10°/, . 275 
9 | d-l-Valin 10%, ......... 480 
10 | Glykokoll 10°/, ........ 480 
11 | Glykokoll 30°, ........ 367 
ie <r 389 
oe kL 395 
OF I te bikasenenss as 355 
ie eer errr 380 
16 | Hungertier ............ 512 
Gewichtsverlust 29 °/ 
LT | Ser 24.2... .... 482 
Gewichtsverlust 24°/, 
18 | REOROONEO? 6n6....652.. 427 
Gewichtsverlust 27°), 
19 | Hunperiier ........5... 405 
Gewichtsverlust 28 °/, 








Histamingehalt 


en 




















Lungen- 

gewicht Lunge | Leber | Niere 
g pro g | pro g | prog 
4,1 16 y 0 | DY 
3.6 9 0 Spur 
4,7 16 0 4y 
3.9 19 Spur | 3 
3,7 8 | 
3.5 12 Spur Spur 
3,2 14 
8,2 16 
4,9 10 
4,1 12 
3,2 6 
4,2 12 
4,3 19 
5,1 19 | 
3,3 10 | 
3,2 15 ' 
2,4 21 
3,9 20 
3,6 17 
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Uber Emulsin. XXVI?). 
Die Einwirkung von Osmiumtetroxyd auf Sii&mandelemulsin. 


Von 


Burckhardt Helferich und Fritz Vorsatz. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Mirz 1936.) 


Vor einiger Zeit ist iiber die Einwirkung von Ozon auf 
Mandelemulsin berichtet worden?) Die fermentative Wirkung 
des Mandelemulsins wird durch Ozon praktisch augenblicklich 
zerstért. Eine Regenerierung laBt sich nicht durchfiihren. Mit 
der Zerstérung der fermentativen Wirkung geht eine Zerstérung 
des Tryptophans im Fermentpriparat einher. Es schien interessant, 
andere Oxydationsmittel mit méglichst spezifischer Wirkung eben- 
falls zu untersuchen. Bei der Kinwirkung von Osmiumtetroxyd 
auf Mandelemulsin haben sich einige recht bemerkenswerte Er- 
gebnisse feststellen lassen. 


A. Wie aus der Tab. I hervorgeht, schidigen schon recht 
kleine Mengen von Osmiumtetroxyd Mandelemulsin in seiner 
8-glucosidatischen Wirkung erheblich. Die Spaltungskurve des 
so geschadigten Ferments ist normal. Die GréBenordnung dieser 
Schiidigung ist etwa dieselbe wie beim Ozon. Um eine Enzym- 
einheit zu zerstéren, errechnen sich aus Tab. I 28 mg OsO, 
(nach 10 Minuten), das sind 0,44 Milliiquivalent wirksamer Sauer- 
stot, wiihrend die Schadigung durch Ozon auf 1 Enzymeinheit 
etwa 0,48 Milliaquivalent (Ozon 2 wertig) verbraucht’). 


Allgemeine Bemerkungen zu den Tabellen. 


Fermentlésungen. Zur Verwendung kamen Fermentpriiparate mit 
dem 6-Glucosidasewert 1,2 [,,Rohferment‘‘’)] und 7,1 [,,Reinferment‘’)]. 
Der Trockenriickstand der durch Zentrifugieren geklirten Lésungen wurde 
Jeweils besonders bestimmt und ist bei den einzelnen Tabellen angegeben. 
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Osmiumtetroxydlésung. Die verwandte Lisung war etwa ') 
molar, genau 0,089n, auf einen Ubergang von 8 zu 4 wertigem Osmiup 
bezogen. 

Zusitze. Die Lésungen der Zusitze waren, soweit nichts besondere; 
angegeben ist, */,., molar. Die Schwefelwasserstofflésung war durch Siittigen 
von destilliertem Wasser mit H,S bei 0° hergestellt. Die Substanzen wurdey 
in einer Mischung von 1 Teil m/10-Acetatpuffer von py 5 und 4 Teilen 
Wasser gelost. 

Mischen der Lésungen. Die Reihenfolge der Mischung der 
Fermentlésung mit den verschiedenen Zusitzen und der Osmiumtetroxyi. 
lésung ist, soweit nichts anderes bemerkt, die der Reihenfolge in dep 
Tabellen. 

Die Drehungen sind im 1dm-Rohr bestimmt, bzw. darauf um. 
gerechnet. 


Abkiirzungen: 


Ft.(lsg.) = Ferment (lésung), 
R. = Trockenriickstand, 
Os. = Osmiumtetroxydlésung, 
P.-W. = Puffer-Wassergemisch: 1 Teil m/10-Acetatpuffer von py 5, 
4 Teile Wasser, 
Cy. = Cysteinchlorhydratlésung, 
Tr. = 1-Tryptophanlésung, 
Schw. = Schwefelwasserstoff-W asser, 
As. = Ascorbinsiurelésung, 
Pr. = ]-Prolinlésung, 
In. = Indollésung, 
Al. = d-Alaninlésung, 
Ph. = 1-Phenylalaninlésung, 
H. = 1-Histidinlésung. 


Tabelle I. 
Spaltungskurve des geschidigten Ferments. 


90 cem Rohferment (R. = 0,00695 g/cem) + 5cem Os. Nach 
1/, Stunde Wertbestimmungen. Eigendrehung des Ferments im 




















Bestimmungsgemisch: — 0,04°. 
Zeit : Spaltung | §-Glucosidase- 
(Minuten) /, wert‘) 
5 —2,17 10,0 0,47 
10 — 1,83 20,4 0,46 
18 —1,47 28,4 0,41 
30 ~ 0,98 41,5 0,39 
45 ~0,49 54,5 0,38 











Diese Liésung hatte nach 2tagigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur einen §-Glucosidasewert 0,61. 
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Tabelle Ia. 


Spaltungskurve von ungeschidigtem Rohferment. 
Rohfermentlésung. R. = 0,00224 g/ecm. Eigendrehung + 0,00. 














Zeit - Spaltung 8-Glucosidase- 
(Minuten) ", wert 
5 —2,22 7,4 1,04 
10 —1,93 15,1 1,08 
18 — 1,46 21,5 1,16 
30 — 0,82 44,4 1,27 
45 — 0,30 58,2 1,25 











Der Grad der Schadigung ist abhaingig von der Menge 
Osmiumtetroxyd. Doch ist im Gegensatz zu dem Ozon die 
Schiidigung sicher nicht proportional der zugesetzten Osmium- 
tetroxydmenge. Schon dies spricht dafiir, daB hier keine stéchio- 
metrisch einfach erfaBbare Oxydation vorliegt, sondern daB wohl 
Gleichgewichtsreaktionen eine wesentliche Rolle spielen. 


Tabelle I. 
Schidigung von Rohferment mit steigenden Mengen OsQ,. 
Rohfermentlésung. R. = 0,0065 g/cem. 














| « «| drefung | &-Glnco- 
der Place. des Fts. | sidasewert 
' | 7 oe 20 | -o99 | -o05 | 062 
2 . = nd 30 —0,89 — 0,05 0,45 
* | “Seem On f° | =O6r | 098 | os 

















Die Schidigung wurde auch am Reinferment (£-Glucosidase- 
wert 7,1) untersucht. Auch hier ist die Schidigung nicht pro- 


portional der zugesetzten Osmiumtetroxydmenge, sondern nimmt 
allmihlich ab. Ebenso wie beim Ozon ist auch hier (im Gegensatz 
zum Rohferment) sehr viel weniger Osmiumtetroxyd zur Zerstérung 
einer _Enzymeinheit notwendig. Es kommen fiir einen Abfall der 
Wertigkeit von 7,1 auf 3,2 pro Enzymeinheit 5,6 mg Osmium- 
tetroxyd, das sind 0,09 Milliiquivalent. Beim Ozon kommen auf 
| Knzymeinheit 0,13 Milliiquivalent (3,1 mg)?). 





944 Burckhardt Helferich und Fritz Vorsatz, 


Tabelle Ila. 
Schidigung von Reinferment mit steigenden Mengen Os0.. 
Reinfermentlésung. R. = 0,0059 g/cem. 





Eigendr. 8-Gluco- | 
des Fts. | sidasewert 





Zusammensetzung 








1 20 cem Ft. 7 
4com PW. 1,5 —1,40 —0,04 7,1 

20 cem Ft. 

1/7, eem Os. 
34%, eem P.-W. 
3 20 ecm Ft. 

1 ccm Os. 3 — 1,53 — 0,07 8,2 
8cem P.-W. 
4 20 cem Ft. 

2 ecm Os. 15 — 1,52 —0,01 0,60 
2 cem P.-W. 
5 20 ecm Ft. 

3 cem Os. 30 -- 1,74 —0,01 0,23 
1 ecem P.-W. 


6 20 cem Ft. r - 
4 ecm Os. #0 2,00 + 0,01 0,09 


bo 


bo 
I 
= 
os 
oO 


—0,04 5,0 

















Mit der Auffassung, dab zunichst Gleichgewichtsreaktionen 
eine Rolle spielen, stimmt die unerwartete Tatsache iiberein, daf 
der aktive Sauerstoff des zugesetzten Osmiumtetroxyds viel lang- 
samer verschwindet, als die Schidigung auftritt. Die Schidigung 
ist ebenso wie beim Ozon beim Zusatz von Osmiumtetroxyd prak- 
tisch augenblicklich. Aber noch 15 Minuten nach Zugabe des 
Osmiumtetroxyds laBt sich jodometrisch der gesamte aktive Sauer- 
stoff nachweisen (Tab. III). Erst bei langerem Stehen wird ein 
Sauerstoffverbrauch merkbar und erst nach 2 Tagen ist der aktive 
Sauerstoff nahezu vollstindig verschwunden, ohne da wihrend 
dieser Zeit die Schidigung dieser fermentativen Wirkung wesent- 
lich weiter gegangen ist, im Gegenteil, es folgt sogar eine gewisse 
Erholung (vgl. Tab. I). 

Tabelle IIL 
OsO,-Gehalt der Fermentlésung, die zu den Versuchen der Tab. I ver- 
wendet war, zu verschiedenen Zeiten nach Zugabe des OsQ,. 
(Jodtitration mit Thiosulfat uach Klobbie, Chem. Z. 1898, II, 65). 


ee 4 5 15 80 71 255 510 1680 2820 (Min,) 
4 


Verbr. cem : 
n/t0oTebomtntad} 1,00 1,00 0,90 0,60 90,45 0,380 0,20 0,10 


Der zugesetzten OsO,-Menge wiirde 1,02 cem n/100-Thiosulfat entsprechen. 
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Die f#-glucosidatische Wirkung von Mandelemulsin 
wird demnach durch Zusatz von Osmiumtetroxyd ge- 
schidigt. Diese Schidigung ist keine einfache Oxyda- 
tion (wie beim Ozon), sondern muB wohl einer ,,Vereini- 
gung“ des Ferments mit Osmiumtetroxyd zugeschrieben 
werden, die erst sehr viel langsamer eine Oxydation zur 
Folge hat. 


B. Die eben geschilderten Ergebnisse legen die Méglichkeit 
nahe, eine Osmiumtetroxydschidigung des Mandelemulsins durch 
geeignete, rechtzeitig zugesetzte Reduktionsmittel wieder riickgingig 
zu machen, solange eine Oxydation nicht oder noch nicht in voll- 
stindigem MaB eingetreten ist. ‘T'atsichlich lieB sich eine teil- 
weise Regeneration des Ferments mit verschiedenen Reduktions- 
mitteln durchfiihren. Die Tabellen 1Va—c zeigen, daB diese 
Regenerierung durch Zusatz von Schwefelwasserstoff (gelést in 
Wasser) erreicht werden kann und zwar sowohl fir ,.Rohferment“ 
(3-Glucosidasewert 1,2) wie fiir ,, Reinferment“ (-Glucosidasewert 7,1). 


Tabelle IVa. 


Reaktivierung durch H,S. 


90 cem Rohferment (R. = 0,0069 g/eem) + 5cem Os. AnschlieBend Zugabe 
von H,S bzw. Wasser. 























; 2 E Eigendr. B-Gluco- 
40 ccm dieser Lésung + t ue dee Pie: | ident 

20 ecm Schw. 15 — 1,29 — 0,04 0,89 

20 cem dest. Wasser 15 —1,84 — 0,07 0,48 


Tabelle IVb. 
Reaktivierung durch H,S. 


Rohfermentlésung. R. = 0,00663 g/ccm. 








3-Gluco- 


sidasewert 


Eigendr. 
des Fts. 


Zusammensetzung 
der Ftlsg. 


33 com Rohferment 
8eem Os. 20 — 1,82 0,07 0,45 
20 cem Schw. (n. 5 Min.) 


33 eem Rohferment 
Seem Os. 20 — 2,36 — 0,08 0,13 
20 eem Wasser 


33 cem Rohferment 
8cem Wasser 10 —1,50 — 0,02 1,3 
20 eem Sehw. 
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Tabelle IVc. 


OsO,-Schidigung und H,S-Reaktivierung von Reinferment, 
40 cem Reinfermentlisung (R. = 0,00647 g/ecm) + 3 cem Os. 
Nach 5 Min. zu je 20ccm dieser Lésung: 1. 10cem Schw., 2. 10 cem H,0. 





Site 








: Eigendrehung 8-Gluco- 
Nr t a ‘ 
des F's. sidasewert 
1 7 — 0,48 —0,05 4,2 
2 17 — 0,60 — 0,03 1,5 














Da die Regenerierung des Ferments durch Zusatz von Schwefel. 
wasserstoff nur die Osmiumtetroxyd—Fermentverbindung erfassey 
kann, nicht aber die durch Oxydation langsamer, aber endgiiltig 
zerstérten Anteile (vgl. Tab. III), so ist es durchaus verstindlich, 
daB der Zusatz des regenerierenden Reduktionsmittels Schwetti. 
wasserstoff um so weniger regeneriert, je langer die Ferment- 
Osmiumtetroxydmischung gestanden hat. 


Tabelle V. 


Abnahme der Reaktivierbarkeit mit der Dauer 
der OsO,-Einwirkung. 


90 ccm Rohfermentlésung (R. = 0,0069 g/cem) + 5 cem Os. Nach ver. 
schiedenen Zeiten Proben von 20 ccm mit 10 cem Schw. versetzt und die 
Werte bestimmt. 








Zeit der OsO,- | eR 
Riawirkung ’ " Kigendrehung | 6-Glucosidase- 
in Minuten des F's. wert 

30 20 — 1,26 — 0,06 0,70 
60 20 — 1,34 — 0,06 0,64 
120 20 mY ~0,03 0,59 














Vergleichsproben zu den gleichen Zeiten entnommen und ohne Schw.-Zugabe 
die §-Glucosidasewerte bestimmt 


30 20 — 1,89 —0,04 0,40 
60 20 — 1,45 — 0,04 0,38 
120 20 —1,48 —0),04 0,39 


Die durch Zusatz von Osmiumtetroxyd hervor- 
gerufene Schidigung der f-glucosidatischen Wirkung 
von Mandelemulsin kann durch rechtzeitigen Zusatz 
von Schwefelwasserstoff zum Teil wieder rickgingig 
gemacht werden. 
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¢. Ebenso wie Schwefelwasserstoff ist erwartungsgem4B auch 
Cystein in der Lage, die primaire Schaidigung des Mandelemulsins 
durch Osmiumtetroxyd wieder riickgingig zu machen. 

Mischt man zuniichst Osmiumtetroxyd und Cystein, so ist 
diese, durch Entstehung von Osmiumdioxyd sofort dunkelfarbige, 
Lisung nicht mehr in der Lage, Mandelemulsin zu schiidigen. 


Tabelle VI. 
Reaktivierung mit Cystein. 
Rohfermentlésung. R. = 0,00693 g/ecm. 











B-Gluco- 
sidasewert 


Zusammensetzung Eigendr. 


der Ftlsg. , w 














40 cem Ft. 
2ecem Os. 15 
6 cem Cy. (sofort) 
40 com Ft. 
2cem Os. 25 
6eem P.—-W. 
40 cem Ft. 
2ecm Os. 15 
6cem Cy. (n. */, Std.) 
40 cem Ft. 
2 cem Qs.*) 15 
6 ecm Cy.*) 


138 — 0,07 0,80 


—0,61 —0,07 1,2 














*) Vorher gemischt. 


Die Regenerierung des mit Osmiumtetroxyd geschidigten 
Ferments durch Cysteinzusatz ist von der Cysteinmenge abhingig. 
Es scheint auf 1 Aquivalent aktiven Sauerstoff des zugesetzten 
Osmiumtetroxyds 1 Cystein notwendig zu sein, um die maximale 
Regenerierung hervorzurufen (vgl. Tab. VII). 


Der Grad der Regenerierung hingt aber nicht nur von dem 
Verhiltnis Cystein: Osmiumtetroxyd ab. Es hingt auch von der 
zugesetzten Menge Osmiumtetroxyd und damit von der Hohe der 
Schiidigung selbst ab. Wie schon aus den oben mitgeteilten Ver- 
suchen hervorgeht, ist diese Fermentschidigung durch Osmium- 
tetroxyd, trotzdem zuniichst der gesamte aktive Sauerstoff nach- 
weisbar bleibt, nur zum Teil durch geeignete Reduktionsmittel 
regenerierbar. Wie man die nicht regenerierbare Schidigung er- 
kliren soll, dariiber seien theoretische Diskussionen zunichst 
zuriickgestellt. 


18* 
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Tabelle VII. 
Reaktivierung mit Cystein in steigender Menge. 
95 ccm Rohfermentlésung. R. = 0,00703 g/eem + 5 cem Os. (= L.) 





ee 




















Zusammensetzung }’ m Eigendr. 6-Glluco- 
der Ftlsg. des Fts. sidasewert 
20 cem L *) 
1/, cem Cy. 15 — 1,60 — 0,05 0,51* 


3°/, cem P.-W. 
20 cem L. *) 
1/,cem Cy. 

3'/, cem P.-W. 
20 cem L. *) 

1 cem Cy. 15 — 1,30 +0,00 0,67 


15 — 1,49 —0,07 0,59 


; 15 ~ hse — 0,02 0,79 
2eem P.-W. 
20ceem L. , e = ss 
pion li 15 1,12 0,03 0,81 


*) Bei diesen Versuchen '/, verdiinnt, also ?/,9, molar. 
**) Ohne Cystein hat diese Lisung etwa den £-Glucosidasewert 
(vgl. Tab. ILI, X, XVI). 


Tabelle VIII. 
Reaktivierung verschieden weit geschidigten Ferments. 
Rohfermentlésung. R. = 0,0065 g/cem. 














),45 











Zusammensetzung ! ” Eigendr. B-Glluco- 
der Ftlsg. ; des Fts. | sidasewert 
; 20:cem = 20 — 0,98 —0,06 0,62 
/, eem Os. ; 
la 20 ccm Ft. 
1/, com Os. 15 — 0,83 —0,07 1,0 
1'/, ccm Cy. 
2 20 ccm Ft. , 2 stata 
esse: a 30 — 0,89 — 0,05 0,45 
2a 20 cem Ft. 
1 cem Os. 20 — 0,72 — 0,10 0,92 
3 ecem Cy. 
3 20 cem Ft. . : m 
nate ihe 50 —1,09 — 0,05 0,24 
3a 20 cem Ft. 
2ecem Qs. 35 — 0,43 — 0,08 0,75 
6 cem Cy. 
4 20 cem Ft. er 
doses a 100 — 0,62 —0,04 0,18 
4a 20 ccm Ft. 
3 cem Os. 70 — 0,11 — 0,06 0,53 
9 ecem Cy. 
































idasewert 


K ** 
0,51 


0,59 





3-Giluco- 

dasewert 
0,62 
1,0 
0,45 
0,92 
0,24 
0,75 
0,18 


0,53 
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Fallt man eine durch Zusatz von Osmiumtetroxyd zum Teil 
geschidigte Fermentlésung mit Aceton, so zeigt diese Fiallung 
etwa die Wirkung der geschidigten Fermentlésung. Eine Regene- 
rierung des gefallten Anteils durch Zusatz von Cystein zu seiner 
wiBrigen Lésung ist so gut wie nicht vorhanden. 


Tabelle IX. 


30 cem Rohfermentlésung und 5 cem Os0,-Lésung wurden mit etwa 300 ccm 

Aceton gefallt (das OsO, bleibt zum weitaus gréBten Teil in Lésung). Der 

abzentrifugierte Niederschlag wurde auf seine Wirksamkeit in wiBriger 
Lésung untersucht. R. (dieser Lésung) = 0,00503 g/ccem. 

















Zusammensetzung ” Eigendr. 6-Gluco- 
a . 
der Ftlsg. des Fts. sidasewert 
10 ee ———— a a — ‘ —— = = ; = —<—— — 
foun Hs 20 —1,72 — 0,06 0,42 
10 ecem Ft. P " 
i,5eem P.-W. 20 — A, 18 —_ 0,04 0,38 








Der Zusatz von Cystein zu osmiumtetroxydgeschi- 
digtem Mandelemulsin regeneriert einen Teil der Fer- 
mentwirkung. Diese Regeneration beruht vermutlich auf 
der Reduktion des Osmiumtetroxyds, auch in seiner Ver- 
bindung mit dem Ferment, zum Osmiumdioxyd. Diese 
Reduktion tritt beim Vermischen von Osmiumtetroxyd 
mit geniigenden Mengen Cystein so rasch ein, daf eine 
soleche Mischung Mandelemulsin in seiner Wirkung un- 
verindert 1aBt. 


D. Bei der Oxydation des Ferments durch Ozon war fest- 
gestellt?), daB der vorherige Zusatz von Tryptophan das Ferment 
weitgehend vor dem Ozon schiitzt. Nach dem unter C. angegebenen 
Versuch ist es leicht verstindlich, da& ebenso der Zusatz von 
Cystein (oder Schwefelwasserstoff) zum Ferment dieses vor dem 
schidigenden EinfluB des..Osmiumtetroxyds weitgehend schiitzt. 


Uberraschend war dagegen das Ergebnis mit Tryptophan. 
Der Zusatz von Tryptophan hat nicht nur keine Schutzwirkung 
tir das Ferment gegentiber dem schidigenden Einflu8 von Osmium- 
tetroxyd. Tryptophan erhéht im Gegenteil diese schiadigende 


Wirkung. Auch wenn Osmiumtetroxyd und Tryptophan vorher 
miteinander gemischt werden und dann erst der Fermentlésung 
zugesetzt werden, tritt die gleiche unerwartet hohe Schadigung ein. 
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Erst eine 20 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewalirte 
(nun durch Entstehung von OsO, dunkelfarbige) Mischung yoy 
Tryptophan (Uberschu8) mit Osmiumtetroxyd schidigt das Ferment 
nicht mehr. 

Tabelle X. 


Schutzwirkungsversuche mit Cystein und Tryptophan. 


Rohfermentlésung: 
R. = 0,00613 g/cem fiir die Versuche 1, 2, 3. 
R. = 0,00663 g/eem ,, _,, - 3a u. 4. 


R. = 0,00703 g/cem ,, den Versuch 5. 








Eigendr. B-Gluco 
des Fts. | sidasewert 


Zusammensetzung 
der Ftlsg. 


1 20 cem Ft. 
1 ecm Os. 25 — 1,30 — 0,06 0,46 
3cem P.-W. 
20 ecem Ft. 
3 cem Cy. 15 — 0,90 — 0,04 1,1 
1 cem Os. 
% 20 eem Ft. 
3 cem Tr. 20 — 2,33 — 0,01 0,074 
1 cem Os. 
3a 20 ccm Ft. 
8 eem Tr. 28 —2,13 — 0,05 0,11 
1 eem Os. 
4 20 ecm Ft. 
4 3 cem Tr.*) 15 — 2,32 —0,05 0,12 
1 eem QOs.*) 





i) 

















5 20 cem Ft. . : ‘ 

4cem Gemisch**) ” — 0,46 — 0,12 1,4 
*) 1/, Stunde vorher gemischt. 
**) 15 cem Tr. + 5 cem Os. 20 Stunden stehen lassen. 


Die erhéhte Schidigung ist abhingig von der Tryptophan- 
menge. Bei gleichbleibendem Osmiumzusatz steigt die Schadigung, 
bis auf 1 Aquivalent aktiven Sauerstoff (= 1/, Osmiumtetroxyd) 
etwa 4 Tryptophan kommen. Eine einfache stéchiometrische Kr- 
klirung zwischen Osmiumtetroxyd und Tryptophan kann zur Er- 
klirung dieser Wirkung daher nicht angenommen werden. Bein 
»Reinferment* findet sich ebenso wie beim ,,Rohferment“ die Er- 
héhung der Schadigung durch Tryptophanzusatz in etwa dew 
eleichen AusmaB. 
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Tabelle XIa. 


251 


kinflu8 steigender Mengen Tryptophan auf die Os.-Schidigung 


von Rohferment. 


Rohfermentlésung. R. = 0,00663 g/cem. 








oe a 


Zusammensetzung 





1/, cem Tr. 
1'/, cem P.-W. 
1 ecem Os. 
2 20 ccm Ft. 

1 ecem Tr. 

1 cem P.-W. 
1 eem Os. 
20 eem Ft. 

2 cem Tr. 

1 cem Os. 
4 20 cem Ft. 
2cem P.-W. 


~ 


t’ 


30 


30 








1 cem Os. 





— 1,26 


— 1,64 


~—e 


Tabelle XIb. 


Schidigung von Rohferment bei Gegenwart steigender Mengen 
Tryptophan. 





Kigendr. 


des Fts. 


— 0,08 


~0,07 


— 0,06 


— 0,05 


(II. Reihe, gréBere Mengen, vg]. Tab. XIa.) 
Rohfermentlésung. R. = 0,00703 g/cem. 


sidasewert 











Zusammensetzung 
der Ftlsg. 


20 cem Ft. 
3 eem Tr. 
3ecem P.-W. 
1 cem Os, 
2 20 cem Ft. 
4 ecm Tr. 
2cem P.-W. 
1 eem Os. 
3 20 ecem Ft. 
5 eem Tr. 
1 cem P.-W. 
1 cem Os. 


4 20 cem Ft. 
6 ecem Tr. 
1 cem Os. 
5) 20 ecem Ft. 
6 eem P.-W. 
1 cem Os. 








74 


20 





( 


— 1,52 


—1,39 


—1,44 





Kigendr. 
des Fts. 


> 
= U,0% 


— 0,03 


— 0,05 


— 0,04 


— 0,08 


8-Gluco- 


sidasewert 


0,14 


0,14 


0,48 
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Tabelle XIc. 
Wirkung von Tryptophan auf die Os.-Schidigung 
von Reinferment. 
Reinfermentlésung. R. = 0,00647 g/ecm. 
Zusammensetzung ’ Eigendr. 8-Glueo * 
der Flag. : des Fts. | sidasewert 
1 20eem Ft. = | = .. . 
, Leen Os.*) 15 — 0,41 — 0,05 1,5 
3 cem Tr.*) 
2 20 cem Ft. 
3 cem Tr. 15 — 0,37 — 0,07 1,6 
1 cem Os. 
3 20 cem Ft. 
3 ecem P.-W. 10 — 0,26 — 0,06 2,5 
1 cem Os. 











*) Vorher gemischt. 








Auch das durch Osmiumtetroxyd bei Gegenwart von Trypto- 
phan in erhéhtem MaBe geschiidigte Mandelemulsin laBt sich durch 
geniigend raschen Zusatz von Cystein ebenfalls zum Teil regene- 
rieren. Denkbar ist, daB eine ,,Vereinigung“ von Osmiumtetroxyd 
mit Tryptophan die Schidigung verursacht. 


Tabelle XII. 


Reaktivierung mit und Schutzwirkung von Cystein 
bei Gegenwart von Tryptophan. 


Rohfermentlésung. 


R. = 0,00663 g/cem. 








Zusammensetzung 
der Ftlsg. 


20 cem Ft. 
3 eem Tr. 
4cem W. 


20 cem Ft. 
3 ecem Tr. 
1 ecem Os. 
3 ecm W. 

20 cem Ft. 
3 eem Tr. 
1 cem Os. 
3 cem Cy. 

20 cem Ft. 
3 eem Tr. 
3 eem Cy. 





1 cem Os. 


- 


15 


40 


25 





— 0,48 


—0,27 








Eigendr. 
des Fs. 


— 0,04 


— 0,03 
— 0,05 


~ 0,04 





B-Gluco- 
sidasewert 


0,18 
0,98 


1,1 
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Auch die durch Cysteinzusatz zu dem mit Osmiumtetroxyd 
B und Tryptophan geschadigten Ferment hervorgerufene Regenerierung 
ist nicht unabhingig von der Cysteinmenge bis zu einem Maximal- 

gusatz von Cystein. 


re { Tabelle XIII. 





















































-Gluco. 
lasewert Zur Reaktivierung giinstigste Menge Cystein 
bei Anwesenheit von Tryptophan. 
; 80 ccm Rohfermentlésung. R = 0,0078 g/cem. 
1,9 12cecm Tr. 4cem Os. (L.) 
1.6 | Zusammensetzung i! Eigendr. 8-Gluco- 
) é 
der Ftlsg. des Fts. | sidasewert 
9.5) l 24 cem L. 
1/, cem Cy. 20 — 1,45 — 0,05 0,42 
1'/, cem P.-W. 
2 24 cem L. 
| 1 cem Cy. 20 —0,95 — 0,06 0,67 
Crypto. & 1 cem P.-W. 
. durch & 3 24 ecm L. ad _" 
pong 20 1,01 0,06 0,64 
regene- 7 . 
an q 
aroxyt Tabelle XIV. 
Schidigung von Reinferment. Einflu8 von Tryptophan. 
Reaktivierung mit Cystein. 
Reinfermentlésung. R. = 0,00648 g/cem. 
Zusammensetzung re Eigendr. 8-Gluco- 
“ . 
der Ftisg. des Fts. | sidasewert 
luco- : l 20 cem Ft. 
ewert 6 cem Tr. 30 — 1,30 — 0,03 0,41 
. 2 cem Os. 
2 20 cem Ft. 
9 6 cem P.-W. 15 — 1,24 — 0,04 0,88 
2 cem Os. 
20 cem Ft. 
: 4 6 ccm Tr.*) 30 — 1,32 — 0,01 0,40 
13 2cem Os.*) 
4 20 cem Ft. 
6 cem Tr. 
canine 10 —0,01 — 0,09 4,3 
33 | 6 cem Cy. 
: D 20 cem Ft. 
6cem P.-W. 2 
tipo 10 +0,11 —0,10 4,8 
! 6 ecm Cy. 

















*) Vorher gemischt. 
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Auch beim Reinferment liBt sich die durch Zusatz yo 
Tryptophan und Osmium hervorgerufene Schidigung durch Zu.§ 
satz von Cystein zum erheblichen Teil riickgiingig machen (vgl ff 


Tab. XIV). 


Mandelemulsin wird bei Gegenwart von Tryptophar 
durch Osmiumtetroxyd noch stirker geschadigt als durch 
dieses allein. Vermutlich spielen Verbindungen zwischen—: 
Osmiumtetroxyd und Tryptophan, die beim Mischen deaf 
Lésung imGleichgewicht mit den einzelnen Komponenter 
stehen, dabei die wesentliche Rolle. Diese erhéht§ 
Schidigung ist durch Cystein (oder Schwefel wasserstofi 
ebenfalls zum Teil regenerierbar. 


E. Um die Spezifitit der schidigenden Wirkung des Trypto. & 
phans kennenzulernen, wurde der Einfilu8 mehrerer andere 
Aminosiiuren auf die OsO,-Schidigung der #-Glucosidase unter. 
sucht. Es zeigte sich, da8 von den ausprobierten Substanzen nw 
das 1-Phenylalanin eine dem T'ryptophaneinflu8 ahnliche Wirkun 
hat. Auch bei vorheriger Mischung des Phenylalanins mit Os0, 
tritt die erhéhte Schidigung auf, wenn auch nicht ganz in dew 
AusmaB8 wie bei Mischung der Phenylalaninlésung mit der Ferment- 
lésung und Zusatz von Osmiumtetroxyd zu diesem Gemisch. Ohne 
KinfluB auf die OsO,-Schiidigung waren 1-Prolin, Indol, d-Alanin. 
Kine geringe Schutzwirkung zeigte sich bei Zusatz von 1-Histidin. 


Tabelle XVa. 
Os0,-Schidigung bei Gegenwart von Indol und 1-Prolin. 
Rohfermentlisung. R. = 0,00703 g/ecm. 





Zusammensetzung y Eigendr. 6-Gluco- 
4 
der Ftlsg. des Fts. | sidasewert 
1 20 cem Ft. 
3 cem Pr. 15 — 1,61 — 0,06 0,48 
1 cem Os. 
2 20 cem Ft. 
12 cem In.*) 25 — 1,40 — 0,05 0,49 
1 cem Os. 
3 20 cem Ft. 
6 ccm P.-W. 20 —1,44 — 0,03 0,48 
1 cem Os. 

















*) Die Indollésung war nur */,), molar. 





“usatz yoni 
durch Zu. 
achen (vel, 
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Tabelle XVb. 


Wirkung von d-Alanin, l-Phenylalanin und |-Histidin 
auf die Fermentschidigung mit OsQ,. 


Rohfermentlésung. R. = 0,00717 g/ecm. 





wr 


yptophan 
als durch 


ZWischep 
chen def | 
sonenter se 
erhohte 9 
serstoff 


Tt 


3S Trypto- 
andere 4 
ise unter. 
inzen nur 
Wirkung 
mit Os0, 
2 im den 
Ferment- 





Zusammensetzung 


8 cem P.-W. 
1 cem Os. 
20 cem Ft. 
8 ecm 
1 ecm 
20 cem 
38 ecm 
1 eem 
20 cem Ft. 
3 ecem H. 20 
1 ecem Os. 


20 


—2,01 


— 0,68 











Tabelle XVec. 





Eigendr. 
des Fs. 


— 0,08 


—0,05 


— 0,04 


— 0,08 





8-Gluco- 
sidasewert 


0,88 


Wirkung von Phenylalanin auf die Os0,-Schidigung 


von Rohferment. 


Rohfermentlésung. R. = 0,00713 g/cem. 





sh. Ohne _ 
d-Alanin, 
-Histidin, 


Ls) 


olin. 


§- Gluco- 


dasewert 


0,49 




















*) Vorher gemischt. 








Zusammensetzung Kigendr. 8-Gluco- 
x ° 
der Ftlsg. des Fts. | sidasewert 
20 cem Ft. 
3 cem P.-W. 20 —1,27 —0,08 0,52 
1 cem Os. 
20 ecem Ft. 
3 cem Ph. 20 — 1,88 — 0,05 0,24 
1 cem Os. 
20 cem Ft. 
, 3cem Ph.*) 20 — 1,66 — 0,04 0,33 
1 cem Os.*) 


| F. Als Regenerierungs- und Schutzmittel wurde auch Ascorbin- 
siure ausprobiert. Die Regenerierung des durch Osmiumtetroxyd 


| geschadigten Mandelemulsins gelingt mit diesem Reduktionsmittel 
tur sehr unvollkommen, ebenso ist nur eine sehr unvollkommene 


 Schutzwirkung festzustellen, Nur wenn Osmiumtetroxyd und Ascor- 


0,48 


binsiure vorher in Lésung gemischt werden, ist diese durch Ent- 


| Stehen von Osmiumdioxyd dunkelfarbige Lésung nicht in der Lage, 
Mandelemulsin zu schidigen. 
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Tabelle XVI. 


Reaktivierungs- und Schutzwirkungsversuche 
mit d-Ascorbinsiure und l-Ascorbinsiure. 


Rohfermentlésung: 
R. = 0,0067 g/eem fir die Versuche 1, 2, 3. 














R. = 0,00663 g/cem ,, _,, » 4u. 5. 
Zusammensetzung Eigendr. | §-Gluco. 
/ th 
der Ftlsg. des Fts. | sidasewert 
1 20 cem Ft. 
1 cem Os. 15 — 1,53 — 0,08 0,54 
3 cem d-As. (n. 15 Min.) 
2 20 cem Ft. 
1 cem Os. 25 — 1,20 — 0,04 0,46 
3 cem P.-W. 
3 20 cem Ft. 
3cem d-As. 15 — 1,47 — 0,04 0,58 
1cem Os, 
4 20 cem Ft. 
1 ecm Os. 20 —1,17 —0,01 0,58 
3 eem 1-As. (n. 10 Min.) 
5 20 ccm Ft. 
1 ecem Qs.* 15 — 0,69 — 0,08 1,2 





+ 3 eem 1-As.*) 


*) 1/, Stunde vorher gemischt. 
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Uber das Euglenarhodon 
und andere Carotinoide einer roten Eugilene. 


(Carotinoide der Si8wasseralgen, I. Teil.) 


Von 
Josef Tischer. 
Mit 3 Figuren auf Tafel II. 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung des van t’Hoff-Fondes Amsterdam. 


(Aus dem Laboratorium fiir Pflanzenernihrung der Landw. Abt. 
der Prager Deutschen Technischen Hochschule in Tetschen- Liebwerd.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Mirz 1936.) 


Die seltene Naturerscheinung einer ausgedehnten roten,, Wasser- 
bliite* trat Anfang Juni 1934 in einem Fischteiche an der Orts- 
erenze Jiidendorf-Liimberg bei Deutschgabel in Nordbéhmen auf. 
Eine eingehende Beschreibung dieses eigenartigen Naturschauspiels 
hat Hirdtl+) gegeben, der auch den Bau und die Lebensweise 
des die ,,Wasserbliite* bildenden roten Flagellaten studiert und 
ihn Euglena heliorubescens benannt hat. Auf Anregung des Vor- 
standes obiger Lehrkanzel, des Herrn Professor Boresch wandte 
ich mich der chemischen Untersuchung der Carotinoide dieser 
Euglenen zu. Beziiglich des ,,Himatochrom“ genannten roten 
Farbstoffes der unserer Alge nahestehenden Euglena sanguinea 
sel auf Boresch*) verwiesen. Das Ergebnis der vorliegenden 
Mitteilung lautet kurz dahin, daB die rote Euglene als Chloro- 
plastenfarbstoffe die beiden Chlorophyllkomponenten 
und #-Carotin, ferner in veresterter Form Zeaxanthin 
und Lutein, in der Hauptmenge aber zwei dem ,,Himato- 
chrom“ zuzuweisende Ester eines Carotinoids mit 40 C- 
Atomen enthialt, das sich als ein dem Astacin verwandtes 
enolisierbares Keton erwiesu.zw.mit gréBter Wahrschein- 
lichkeit als das 4,6,4’',6’-Tetraketo-§-Carotin. Dieses 
erstmalig aufgefundene Carotinoidketon, das sich als drittes den 
bereits bekannten natiirlich vorkommenden Ketonen Rhodoxanthin’) 


) Beihefte z. bot. Zentralbl. Abt. A, 53, 606 (1935). 
*) Handbuch d. Pflanzenanalyse, herausg. v. G. Klein, 3, 1393 (1932). 
*) R. Kuhn u. H. Brockmann, Ber. chem. Ges. 66, 828 (1933). 
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cee 


und Astacin*) anreiht, la8t in Ubereinstimmung mit Kylin’) ip 
Spektroskop ebenso wie Astacin ein einziges breites Absorptions. 
band erkennen. Sein Maximum liegt bei etwa 505 mu. Da dic 
alte Bezeichnung ,,Himatochrom“ ein Sammelbegriff ist und mit 
diesem Namen auch in anderen Algen vorkommende, chemisch 
sicherlich verschiedene Carotinoide belegt wurden, nenne ich das 
im ,Himatochrom“ der roten Euglene enthaltene Polyenketon 
»Huglenarhodon“. Dem Astacin dhnelt das Euglenarhodon 
auch noch im adsorptiven Verhalten und bei der Verteilung, unter. 
scheidet sich aber von ihm in anderen Eigenschaften deutlich. 

Kylin hat auf Grund seiner Kapillarisierungsversuche in alkoholischen 
Extrakten der Euglenenfarbstoffe drei Himatochrommodifikationen unter. 
schieden, die er als a-, §- und y-Himatochrom bezeichnete. Als einziger 
erhielt Kutscher®‘) aus Euglena sanguinea einen Farbstoff in krystallisierter 
Form und beschreibt granatrote Krystalldrusen vom Schmelzp. 105°. Soweit 
spektroskopische Untersuchungen ausgefiihrt wurden, wird ein einziges 
Absorptionsband angegeben, das beiderseits der Linie F liegt. 

Die Euglenen geben simtliche Farbstoffe, aber auch vid 
ungefarbte Stoffe leicht an kaltes Aceton ab. Die Gesamtmenge 
der acetonléslichen Substanzen betrug 7,3°/, der Trockensubstanz, 
Aus dem tief dunkelroten Acetonauszug lassen sich die Farbstofie 
nach starkem Verdiinnen mit Wasser in Petrolither iiberfiihren 
und werden von diesem mit rotbrauner Farbe aufgenommen. Bei 
der Verteilung zwischen Benzin (Siedep. 70—80°) und 90°/, igem 
Methanol bleibt die Hauptmenge der Farbstoffe in der oberen 
Schicht. Der in das Methanol iibergegangene Anteil wird beim 
Ausschiitteln mit frischem Benzin wieder von diesem aufgenommen 
und wandert auch nach dem Verdiinnen der Methanolschicht mit 
Wasser in die Benzinschicht. Das gleiche tritt ein, wenn man 
der Verteilungsprobe 20°/, ige wiBrige Alkalilauge zusetzt. Ganz 
anders verhalten sich dagegen die Farbstoffe beim Unterschichten 
der Benzinlésung mit alkoholischer Lauge. Die Hauptmenge 
wandert dabei in die Unterschicht und verbleibt darin auch 
nach starkem Verdiinnen; allmihlich triibt sich die Laugenschicht 
und es fallt ein rotorangefarbenes Alkalisalz aus, das sich in der 
Grenzzone ansammelt. Hebt man die Benzinschicht ab, iiber- 


4) R. Kuhn u. E. Lederer, Ber. chem. Ges. 66, 488 (1933); R. Kubo, 
E. Lederer u. A. Deutsch, Diese Z. 220, 229 (1933); P.Karrer u. F. Benz, 
Helvet. chim. Acta 17, 412 (1934); P. Karrer u. L. Loewe, Helvet. chim. 
Acta 17, 745 (1934); P. Karrer, L. Loewe u. H. Hiibner, Helvet. chim. 


Acta 18, 96 (1985). 
5) Diese Z. 166, 70 (1927). 6) Diese Z. 24, 360 (1898). 
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| schichtet mit frischem Benzin und siuert mit Essigsiiure an, so 
geht ein GroBteil der Farbstoffe wieder in die Oberschicht. Der 
| yerseifte Farbstoff bleibt bei der Verteilung zum Teil im Benzin 
- mit gelbbrauner Farbe, das Methanol nimmt ihn zum Teil mit 
briunlichroter Farbe auf. Auch hier wird durch starkes Ver- 
| dinnen mit Wasser der gesamte Farbstoff wieder in die Benzin- 
' schicht getrieben. In der waéBrigen Phase tritt dabei eine weib- 
| liche Triibung auf. Unterschichtet man die petrolitherische oder 
| atherische Lésung des verseiften Farbstoffes mit 20°/, iger waBriger 
| Kalilauge, so entfarbt sich die Oberschicht vollkommen und in 
' der Grenzzone scheidet sich das orangerote Kalisalz aus. Dieses 
' jst-in viel Wasser ldslich und fallt auf Zusatz von Essigsiure 
| allmihlich wieder aus. Dabei tritt eine Farbinderung nach Rot 
und eine eosinartige gelbgriine Fluorescenz auf. Das beschriebene 
' Verhalten spricht dafiir, daB die Euglenenfarbstoffe keine freien 
| hypophasischen Carotinoide enthalten. 


Bei der Adsorption der in Petrolither gelésten unverseiften 


| Farbstoffe an Aluminiumoxyd und Entwicklung des Chromato- 
'gramms mit Athylither entstanden im wesentlichen drei Zonen. 
| Die obere war tief braunrot gefirbt, die mittlere griin und lieb 
deutlich zwei Schichten (offenbar Chlorophyll a und b) unter- 
' scheiden, die unterste war rotorange. 
| bildete das Filtrat. 
von Methanol nur teilweise eluierbar. 
| phyllzone adsorbierte Ester verhielt sich bei der Verteilung in 
_ gleicher Weise, wie oben fiir den Gesamtextrakt beschrieben. Der 
' untere Ester erwies sich als rein epiphasisch und in Benzin 
| leichter léslich als der obere. In Schwefelkohlenstofflésung zeigten 
beide Ester das gleiche Absorptionsspektrum, namlich zwei Maxima 
| bei etwa 550 und 508 mu. Beiden waren viel farblose Begleit- 
_ stoffe, dem oberen auBerdem noch wenig Chlorophyll b beigemengt. 
_ Wegen der schwierigen Entfernbarkeit der farblosen Begleit- 


Kine gelbe Carotinlésung 
Die Ester waren mit Ather unter Zusatz 
Der oberhalb der Chloro- 


substanzen zeigten sie wenig Neigung zur Krystallisation. Auf 


| ihre Reindarstellung mute deshalb wegen Materialmangels ver- 
zichtet werden. 


Der gelbe Farbstoff des Filtrates zeigte in 


| Schwefelkohlenstoff die Absorptionsmaxima: 520, 484, 452 mu, 
| in Benzin 482, 449 mu und verhielt sich rein epiphasisch. Er 
| Stellt offenbar #-Carotin vor. 

: Bei der Verseifung der urspriinglichen petrolitherischen Lé6- 
sung entfirbte sich die Petrolitherschicht weitgehend und nahm 
| eine hellorangegelbe Farbung an. 


Nach Ausschiittelung mit 


; 
t 
| 
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90°/,igem Methanol und griindlicher Waschung mit Wasser zeigt, 
sie die fir #-Carotin charakteristischen Absorptionsbanden: 
Maxima in Benzin (Siedep. 70—80°): 485, 452, 424 mu 
in Schwefelkohlenstoff: 520, 483, 452 mu 


Die methylalkoholische Ausschiittelung der Oberschicht uni j 


die Benzinausschiittelung der mit Wasser verdiinnten alkalische 
Schichte wurden vereinigt. Nach eingetretener Verteilung wurden 
die hypophasischen Farbstoffe in Schwefelkohlenstoff iibergefiibrs 
Diese Liésung hinterlie8 beim Verdampfen auf Filtrierpapier einen 
rein gelben Fleck. Durch Adsorption der darin gelésten Far). 
stoffe an Aluminiumoxyd’) blieben zuoberst miBfarbige Begleit. 
stoffe haften, die abgetrennt wurden. Das Eluat der oberen Zone 
zeigte die fir Lutein charakteristischen Absorptionsmaxima [in 
Schwefelkohlenstoff: 511, 478, (446)], war aber noch stark mit 
farblosen Stoffen verunreinigt. Aus der untersten Zone (Maxim 
in Schwefelkohlenstoff: 517, 483, 451) konnte Zeaxanthin 


krystallisiert erhalten werden und stellte, aus Methanol—Athe § 


umkrystallisiert, ein ziegelrotes Pulver mit den fir Zeaxanthin 
charakteristischen Krystallformen dar. Der Schmelzpunkt lag 
iiber 200°, auf eine voéllige Reinigung wurde verzichtet. 


Obwohl bei der Adsorption der nativen Farbstoffe keine Zone erkennbar 
war, die den Estern des Luteins und Zeaxanthins entsprach, konnten diese 
beiden Phytoxanthine nach der Verseifung identifiziert werden. Dieses 
Verborgenbleiben der Xanthophyllester wire vielleicht mit einer Uberlage- 
rung durch den oberen Euglenarhodonester oder vielleicht auch durch eine 
Veriitherung der beiden Xanthophylle mit enolisiertem Euglenarhodo 
erklirbar. Fir die letztgenannte Modglichkeit kénnte Kylins Angabe 
sprechen, da8 an der Stelle des Xanthophyllbandes das ,,y-Himatochron- 
band“ auftrat, vielleicht auch der Umstand, da8 das veresterte (oder ver. 
iitherte) Euglenarhodon zwei Maxima erkennen lieb, wihrend freies Euglena- 
rhodon nur eines aufweist. 


Die Isolierung und Reindarstellung des Euglenarhodons au: 


der alkalischen Unterschicht gelang durch Ausschiitteln mit Chloro- § 


form nach vorsichtigem Neutralisieren mit Essigsiure. Nach 
griindlichem Auswaschen und Trocknen wurde aus der tief weit- 
roten Lésung das Chloroform bei vermindertem Druck abdestilliert. 
Das zuriickbleibende dicke rote Ol wurde mit Methanol aut: 
genommen, wobei die Hauptmenge des Euglenarhodons krystallin 
ausfiel. Nach wiederholtem abwechselnden Auskochen mit Benz 
und reinstem Methanol und oftmaligem Umkrystallisieren aus 


’) R. Kuhn, A. Winterstein u. E. Lederer, Diese Z. 197, 141 (1931). 






































Ser zeigte 
nden: 


L 
: 


licht und 
kalischen 
g wurden 
ergefiihrt, 
vier einen 
en Farb. 
Begleit- 
ren Zone 
ixima [in 
tark mit 
(Maxima 
anthin 
ol—Ather 
axanthin 
inkt lag 


erkennbar 
nten diese 
1. Dieses 
Uberlage- 
lurch eine 
anarhodon 
s Angabe 
atochrom- 
(oder ver- 
} Euglena: 


lons aus 
; Chloro- 

Nach 
ef weil- 
ostilliert. 
nol aut: 
rystallin 
; Benzin 
ren aus 


41 (1931) 





: fiber das Euglenarhodon und andere Carotinoide einer roten Euglene. 


‘pur ein einziges breites Absorptionsband erkennen. 


| Wird in der botanischen Literatur oft erwéhnt. 
Toten Farbstoffe in Fett gelést, Wettstein®) spricht von an Fett gebundenem 
- Himatochrom. 
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‘Pyridin—Methanol und schlieBlich aus Pyridin—Wasser zeigte der 
‘Farbstoff Schmelzpunktskonstanz bei 227—228° (korr.). 


Aus der dunkelbraunroten methylalkoholischen Lésung, aus der das 
Euglenarhodon ausgefallen war, konnte nach weitgehendem Einengen kein 


"prystallisierbares Euglenarhodon mehr erhalten werden. Die Farbstoffe 
'wurden in Ather iibergefiihrt und an Aluminiumoxyd adsorbiert. Dabei 
| pildete sich eine Reihe von Zonen aus, und zwar eine chromsiiurefarbene, 
‘garunter eine bichromatfarbene, dann folgten eine dunkle und eine helle 
‘Jachsfarbene Zone und das Filtrat war gelb gefirbt. Die Farbstoffe der 
‘ginzelnen Zonen waren noch viel schwerer eluierbar als die Ester. Die 
‘Elution gelang mit Athylither unter Zusatz von wenig Eisessig oder besser 


noch mit alkoholischer Lauge. Nur aus der chromsiurefarbenen Zone 
konnte noch eine kleine Menge Euglenarhodon erhalten werden, die iibrigen 
Yonen enthielten offenbar Umwandlungsprodukte des Euglenarhodons. In 
Schwefelkohlenstofflésung lieBen die Farbstoffe der beiden obersten Zonen 
Die untersten Zonen 
enthielten auBer veriindertem Euglenarhodon noch etwas Xanthopbyll. Im 


‘Filtrat wurde nach der Verteilung und Adsorption an Aluminiumoxyd aus 
' Gchwefelkohlenstofflésung Lutein spektroskopisch festgestellt und eine kleine 


Menge Zeaxanthin krystallisiert erhalten. 


Die nach der Abtrennung des Euglenarhodons mittels Chloro- 


form zuriickbleibende neutralisierte Unterschicht war noch braunoliv 
1 gefirbt. Sie wurde mit Salzsiure angesiuert und mit Athylither 
-ausgeschiittelt. 
Die tief dunkelbraune itherische Lésung enthielt neben Chloro- 
phyllabbauprodukten und geringen Mengen roter und gelber 


Dabei farbte sich die waBrige Schicht blaugriin. 


Farbstoffe fliissige wie feste Fettsauren, Olsiure, Palmitinsiure und 


Homologe. Dieser Befund verdient mit Riicksicht auf die mégliche 
‘Veresterung der aufgefundenen Xanthophylle mit Fettsiuren be- 


fondere Betonung. Fiir das Vorhandensein von Fett in den 


Euglenen spricht auch der Nachweis von Glycerin, den ich in der 
‘bunmehr stark salzsauren alkoholisch-wiBrigen Lésung nach dem 
Alkalischmachen und Eindampfen erbringen konnte. 


Das Vorhandensein von Fetten als Stoffwechselprodukt der Euglenen 
Nach Mainx’) sind die 


Beschreibung des Euglenarhodons. 
Kuglenarhodon ist ein hoch ungesittigtes, sauerstoffhaltiges 


_ Pigment, addiert Brom und entfarbt alkalische Permanganatlésung. 
Es krystallisiert aus heiBem Pyridin auf Zusatz von etwas heiBem 


4 - 


*) Arch. Protistenkde 54, 150 (1926); 60, 355 (1927). 
‘) Handb. d. system. Botanik, 3. Aufl. Leipzig u. Wien (1924). 
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Methanol in metallisch glinzenden, wetzsteinférmigen Krystiillche, : 
(Fig. 1, Taf. Il), die makroskopisch blauschwarz erscheinen. I) — 
Mikroskop sehen die Krystalle violettstichig braun aus und weise, 
blauroten Dichroismus auf. Zwischen gekreuzten Nikols Zeige) 
sie gerade Ausléschung. Aus Pyridin erhilt man das Euglena. ff 
rhodon auf Zusatz von wenig Wasser in gréBeren, wetzsteinformige, § 
Krystallen, die in der Mitte bauchige Ausweitungen zeigen (Fig, 
Taf. II), Aus mit Wasser sehr stark verdiinnten Pyridin- oda & 
Acetonlésungen krystallisiert der Farbstoff in langen feinen Nadeh & 
mit gezihnter Kontur (Fig. 8, Taf. II). Der Schmelzpunkt duff 
Euglenarhodons ist etwas von der Geschwindigkeit des Erhitzen § 
abhingig. Bei langsamem Erhitzen fand ich ihn bei 227—228'f 


(korr.). Erhitzt man die Substanz iiber ihren Schmelzpunkt, 


wird sie farbschwicher und briunlich. Als Polyenfarbstoff is & 
Euglenarhodon unléslich in Wasser; es ist auch unléslich in ver. § 


diinnter Lauge, fast unléslich in Benzin, sehr schwer ldslich in 


heiBem Methanol, etwas besser in heiBem Athanol, leichter inf 
Ather und Aceton, gut léslich in Benzol und in Schwefelkohlen- & 
stoff, am leichtesten in Chloroform und Pyridin, Die Farbe de 
Lésungen ist wesentlich dunkler als die gleich konzentrierte & 
Bixinlésungen. Die Chloroformlésung ist tief weinrot, Pyridin § 


lésungen sind blutrot, verdiinntere Lésungen erscheinen nur heller 


aber ausgesprochen rot. Das Absorptionsspektrum (Gittermed- & 





pond, 


= = 


> a a io = weet £4...) 1h fee OOO, 


-~ ._ 


anita Ae. fi. Geet cl 


spektroskop nach Léwe-Schumm) zeigt in Pyridin (Kupferoxyd- ¥ i 


ammoniakfilter) ein einziges breites Band von etwa 480—535 m & 
mit dem Maximum bei etwa 505 my, in Schwefelkohlenstoff be § 
520 mp. Reines Euglenarhodon ist gegen Luftsauerstoff sehr be § 


stindig, in unreinem Zustande entfairbt es sich leicht an dar § 
Luft. Euglenarhodon wird aus Benzol- oder Atherlésung von § 
Aluminiumoxyd sehr stark adsorbiert, es wird in der obersten § 


Schicht festgehalten und lat sich nur sehr schwer und unvoll- f 
kommen mit Ather unter Zusatz von EKisessig eluieren, leicht § 


dagegen mit n/l-alkoholischer Lauge. Mit Zinkstaub und Essig- 
siure kann Euglenarhodon in Pyridinlésung zu einer gelb ge- 
firbten Verbindung partiell hydriert werden. 

Euglenarhodon gibt eine Reihe charakteristischer Farbet- 
reaktionen, bildet leicht Alkalisalze und auch Schwermetall- 
verbindungen, Beim Schiitteln einer atherischen Euglenarhodon- 


lésung mit 20°/,iger waBriger Kalilauge scheidet sich wie bei § 
der Carotinoidsiure Bixin in der Grenzzone ein rotorangefarbenes F 


Kalisalz aus, wihrend sich die Atherschicht rasch vollig entfirbt. 








ystall che 
_quantitativ in den Ather zuriick. Das Kaliumsalz des Euglena- 
rhodons ist sehr leicht hydrolytisch spaltbar. 
‘des Euglenarhodons erhilt man, wenn zu seiner alkoholischen 
Lésung wenige Tropfen der betreffenden Metallsalzlésung und 
1—2 Tropfen n/50-Lauge zugesetzt werden. In krystallisierter 
Form waren auf diese Weise am leichtesten darzustellen das 
| praune Ferrisalz (wetzsteinférmige Krystalle, die sich zu rosetten- 
ay ‘formigen Drusen vereinigten) und das braunviolette Mercurisalz 
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und hinterli8t beim Verbrennen keine Asche. 
 Elementaranalyse enthilt es 81,02°/, C und 8,20°/, H. Unter 
| Zugrundelegung der Molekulargewichtsbestimmung errechnet sich 
'daraus die Zusammensetzung C,,H,,0,. Diese Bruttoformel ist 


lkohlen § jidentisch mit der des Astacins (Karrer 1935). 


arbe der 


_ Euglenarhodons gehéren somit Carbonylgruppen an. 
sorptionsmaximum des Euglenarhodondioxims liegt in Schwefel- 
_ kohlenstoff bei etwa 512 my, in Pyridin bei etwa 491 mu, ist 
| also gegentiber dem des Euglenarhodons um 8 bzw. 14 mu gegen 
_ das kurzwellige Ende verschoben. 


263 
Macht man essigsauer, so wandert das freie Euglenarhodon 


Schwermetallsalze 


gu Sternchen gruppierte Nidelchen). Das Bleisalz ist tief rot, das 
Silbersalz sepiabraun, das benzollésliche Kupfersalz dunkelviolett, 
das Bariumsalz orangerot, das Platinsalz orangegelb. 


Euglenarhodon ist frei von Stickstoff (Mikrodumas negativ) 
Auf Grund der 


Natur der Sauerstoffatome: Auf Grund der Elementaranalyse 


' und des Molekulargewichtes enthalt das Euglenarhodon 4 Sauer- 
 stoffatome. Trotz der Fahigkeit zur leichten Bildung von Alkali- 
| und Schwermetallsalzen, ja trotz seiner Titrierbarkeit in acetoniger 
_ Lésung erwies es sich nicht als eine Carbonsiure. Dagegen spricht 
vor allen Dingen seine Unlislichkeit in verdiinnter Lauge und 
der Umstand, da8 bei seiner elektrometrischen Titration in alko- 
- holischer Lésung keine Lauge verbraucht wurde. 


; | wirkung von Hydroxylamin bildet Euglenarhodon Oxime und zwar 
an der § 


Bei der Ein- 


ein Dioxim neben einem Tetraoxim. Alle 4 Sauerstoffatome des 
Das Ab- 


Zur Konstitution: Die mitgeteilten Beobachtungen gestatten, 


| das Euglenarhodon als 4,6, 4’,6’-Tetraketo-8-carotin zu diskutieren. 
| Nachstehendes Strukturbild bzw. seine Endiolform wird allen 
_ Untersuchungsergebnissen gerecht. 


Die Bildung eines Tetraoxims neben einem Dioxim beweist 


‘ das Vorhandensein von 4 Carbonylgruppen und spricht auferdem 
urbenes FF 


itfirbt. F 


fiir die Existenz zweier Kohlenstoffringe im Molekiil. Unter den 


3 Méglichkeiten der Anordnung der 4 Ketogruppen in der #-Carotin- 
19* 
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formel als Basis scheiden je zwei zu zwei benachbarte Lagen dof 
Carbonylgruppen aus, weil sich Kuglenarhodon nicht nach Arf 
von a-Diketonen mit o-Phenylendiamin zu einem Diphenazip. 
derivat kondensieren lift. Auch die mit groBer Wahrscheinlichkei: & 
anzunehmende starke Enolisierbarkeit des Euglenarhodondioxin & 
spriiche gegen die 5,6,5’,6’-Stellung der Carbonyle und diff 
4,5,4',5'-Stellung ist bereits von Karrer und Mitarb. fiir das yu 
EKuglenarhodon deutlich verschiedene Astacin sichergestellt worden, 


CH, CH, 
i CH, 
0—0' 0—CH=CH— bm =CH 
6 2b, CH, CH CH 
IN 4 ae 
HC HO GH O-CH, 0 
I | cz 
1) H,C-C CH CH CG 
—" ae” “i™\ 
© CH H,0-6"" O— 
H 


| 
CH—C—-CH=CH—C?" “C=0 
| — 
CH, C 


om, 
GH, CH, 


Erblickt man mit Kuhn und Mitarb.* 1°) in der Verschiebuny § 
des Absorptionsmaximums beim Dioxim nach dem kurzwellige 
Gebiet einen Beweis fiir eine Konjugation der Carbonylgruppe 
mit der Polyenkette, so kénnen in der #-Carotinformel als Basis 
2 Carbonyle in den Stellungen 4 und 4’ untergebracht werden & 
Mit einer in Konjugation zur Polyenkette befindlichen Lage zweiet 
Ketogruppen steht auch die T'atsache in Kinklang, daB Kuglena- 
rhodon wie alle bisher bekannten in dieser Weise aufgebaute § 
Carotinoide (Carbonsiiuren, Rhodoxanthin, Astacin, kiinstlich & 
Oxydationsprodukte von Carotin und Lycopin) bedeutende Far!- 
unterschiede in Benzin und Alkohol aufweist. Als weiterer Hin- 
weis fiir die angefiihrte Stellung der Carbonylgruppen kann hie § 
auch der Umstand angefiihrt werden, daB sich Euglenarhodo & 
durch Zinkstaub in Pyridinlésung bei Gegenwart von Hisessig 7 
einer heller gefirbten Verbindung reduzieren labt, eine Kigenschalt. § 
die nach Kuhn und Winterstein!?’) fiir solche Polyensysteme § 


10) Ber. chem. Ges. 65, 894 u. 898 (1932). 
1) Ber. chem. Ges. 65, 646, 1737, 1742 (1932); vgl. auch Karrer U 
Mitarb., Helvet. chim. Acta 18, 96 (1935). 
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charakteristisch ist, die in ,«’-Stellung zwei konjugierte Carbonyle 
enthalten. Fiir die 6,6’-Stellung der beiden anderen CO-Gruppen 
spricht die ausgeprigte Pseudosiiurenatur des Euglenarhodons 
nach Art der 1,3-Diketone. Durch die Nachbarschaft der beiden 
Carbonylgruppen erlangt die endocarbonyle Methylengruppe offen- 
bar wie bei allen 1,3-Diketonen die Fahigkeit, Schwermetall- 
verbindungen zu bilden. 

Das Euglenarhodondioxim ist in Alkohol viel leichter léslich 
als Kuglenarhodon, ein gegenteiliges Verhalten zeigt es Schwefel- 
kohlenstoff gegeniiber. In 90°/,igem Methanol gelistes Dioxim 
bleibt beim Durchschiitteln mit Benzin vollstindig im Alkohol. 
Ebenso wie Euglenarhodon bildet sein Dioxim leicht Alkali- und 
auch Schwermetallsalze (Blei-, Mercuri-, Kupfer-, Ferrisalze u. a.). 


Experimenteller Teil. 
Einbringung der Algen und ihre Extraktion. 


Die an der Wasseroberfliiche schwimmenden Euglenen (Abbildungen 
bei Hirdtl) habe ich gemeinsam mit Dr. Hiirdtl am vorteilhaftesten in 
griBeren abgesprengten Glastrichtern mit der Hand eingesammelt. Die 
Hauptmenge des Teichwassers konnte auf diese Weise durch den Trichter- 
hals leicht abgelassen werden. Unsere Ausbeute war recht ergiebig und 
entsprach etwa 400g Trockensubstanz. Als ,,Wasserbliite“ waren die 
Euglenen zwar ziemlich rein, es war aber dennoch unvermeidlich, daB wir 
geringe Mengen Griinalgen und tierische Organismen mit einbrachten. Von 
diesen fremdartigen Beimengungen habe ich die roten Euglenen durch 
Sedimentierung befreit u. zw. in der Weise, daB die rote Masse noch am 
Tage der Einbringung sehr oft in viel Wasser, im ganzen etwa 2 Hekto- 
liter, aufgeschwemmt und durchgeschiittelt wurde. Die Euglenen sanken 
dabei zu Boden und die Verunreinigungen stiegen auf. Diese Sedimentierung 
wurde am folgenden Tage so lange fortgesetzt, bis das mikroskopische Bild 
villig einheitlich war. Die Hauptmenge des Wassers wurde abdekantiert. 
Die Euglenen sind aber von einer ausgiebigen Schleimschicht umgeben, die 
hartnickig gréBere Wassermengen festhilt. Da Kolieren und Absaugen 
versagten, wurde der Brei auf groBe Papierfilter gebracht und das Wasser 
langsam abtropfen gelassen. SchlieBlich wurden die Euglenen in diinner 
Schicht auf mehreren Lagen Filtrierpapier ausgebreitet und im Luftstrom 
méglichst rasch zu einer pastenartigen Masse getrocknet. Diese wurde nun 
in groBen Pulverglisern mit Aceton iibergossen und einige Tage auf bewahrt. 
Leider trat hierbei ein schwerer Verlust an Farbstoffen ein, weil sich ein 
GroBteil davon im wiBrigen Aceton zersetzte und dabei in heller gefirbte 
und farblose Verbindungen iiberging. Deshalb wurde diese Acetonlésung 
abgegossen, die Farbstoffe mit neuem Aceton zur Giinze extrahiert, wozu 
etwa 9kg Aceton nétig waren. Aus dem tief dunkelroten Acetonextrakt 


wurden die Farbstoffe nach Zusatz von viel Wasser in Petrolither (30—50°) 
iibergefiihrt. 


Durch wiederholtes Ausschiitteln mit Petrolither konnten die 
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roten Farbstoffe dem Aceton vollstindig entzogen werden. Das wiirige 
Aceton blieb dabei nur von Chlorophyll griinlich gefarbt. Die braunrote 
petrolitherische Lésung wurde durch oftmaliges Waschen griindlich vom 
Aceton befreit, wobei hiufig Emulsionen auftraten. Dann wurde iiber 
Natriumsulfat getrocknet und unter Kohlendioxyd aufbewahrt. 

Verseifung der Ester und Isolierung des Euglenarhodons: Bei lingerem 
Stehen der im CO,-Strom eingeengten Petrolitherlésung im Eisschrank hatte 
sich ein krystallinischer Bodensatz ausgeschieden, der in rohem Zustande 
einen Schmelzpunkt von etwa 163° zeigte. Diese Ausscheidung war in 
Benzin sehr schwer léslich, léste sich in Ather mit tiefbrauner Farbe und 
erwies sich nicht einheitlich. Bei der Adsorption an Aluminiumoxyd und 
Nachwaschen mit Ather entstanden drei Zonen. Aus einem Teil der iiber- 
stehenden petrolitherischen Lésung wurde unter vermindertem Druck das 
Lésungsmittel abdestilliert. Aus dem zuriickbleibenden tief dunkelbraun. 
roten Ol schieden sich im Eisschrank ebenfalls Krystalldrusen aus, die aber 
bei Zimmertemperatur wieder zerflossen. Da es nicht gelang, die Ester in 
krystallisierter Form abzuscheiden, wurde die petrolitherische Lésung in 
mehreren Partien mit gesittigter methanolischer Kalilauge verseift. Die 
Verseifung ging rasch vonstatten. Ihre Dauer wurde aber dennoch bei 
Zimmertemperatur mit 1—5 Stunden bemessen, wihrend welcher Zeit wieder- 
holt durchgeschiittelt wurde. Wegen allzustarken Schiumens der alkalischen 
Seifenlésung wurde das in der Grenzzone abgeschiedene Kalisalz des Euglena- 
rhodons nicht abgetrennt, sondern mit viel Wasser in Lésung gebracht. 
Die verdiinnte, dunkelrotbraune Seifenlésung wurde nach Abtrennung der 
Oberschicht mit Petrolither ausgeschiittelt, mit Essigsiure sorgfiltig neu- 
tralisiert und nun mit Chloroform ausgeschiittelt. Die tief weinrot gefiirbte 
Chloroformlésung wurde mit Wasser griindlich gewaschen und das Lésungs- 
mittel nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat im Vakuum abdestilliert. 
Zwecks Abtrennung noch vorhandener Xanthophylle wurde die zuriick- 
bleibende sirupése rote Masse mit Methanol aufgenommen, wobei sich das 
Roheuglenarhodon in krystalliner Form ausschied. Dieses wurde abfiltriert, 
mit Methanol und Benzin gewaschen und aus Pyridin—Methanol umkrystalli- 
siert. Das Rohprodukt schmolz bei 208°. Durch abwechselndes, wieder- 
holtes Auskochen des Euglenarhodons mit Benzin (30—50), reinstem Methanol 
und Umkrystallisieren aus Pyridin-Wasser stieg der Schmelzpunkt auf 221 
bis 228° (korr.). Nach jedem Umkrystallisieren wurden die Krystalle mit 
heiBem Methanol und heiBem Benzin gewaschen. Mit zunehmendem Rein- 
heitsgrade wurde die Substanz in heifem Pyridin schwerer léslich und nahm 
Metaliglanz an. Ausbeute: 174mg. Aus den Mutterlaugen konnten noch 
22 mg Euglenarhodon vom Schmelzp. 221° gewonnen werden. Diese Zahlen 
lassen aber keinen Schlu8 auf die Menge des urspriinglich vorhandenen 
Farbstoffes zu, weil ein GroBteil davon in der acetonigen Lésung vor der 
Extraktion der Zersetzung anheimgefallen war. Zur Analyse wurde die 
Substanz iiber Phosphorpentoxyd bei 15 mm und schlieBlich mehrere Tage 
im Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die Elementar- 
analysen und Molekulargewichtsbestimmungen wurden von Herrn Priv.-Doz. 
Dr. M. Boetius, Dresden, ausgefiihrt*’). 


12) Die ersten Elementaranalysen des wiederholt umkrystallisierten, 
aber nicht ausgekochten Euglenarhodons vom Schmelzp. 221° ergaben ebens0 
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2,845 mg Subst.: 8,452 mg CO,, 2,085 mg H,0. 
CoH ye Ber. C 81,038 H 8,16 
Gef. ,, 81,02 »» 8,20. 
Molekulargewichtsbestimmungen nach Rast: 
0,087, 0,167, 0,062 mg Subst. in 1,192, 2,901, 1,170 mg Campher: 


B14 = 48° 8,9° 3,7°% 


OF = FOP Ber. 592 Gef. 608, 590, 573. 


Farbenreaktionen: Die nachstehend beschriebenen Farbenreaktionen 


des Euglenarhodons wurden mit je einem ccm einer Chloroformlésung mit 
' etwa 0,1 mg Farbstoffgehalt bzw. einer gesittigten dtherischen Losung vor- 
' genommen, die die Nuance einer gesittigten wiBrigen Kaliumbichromat- 


jésung aufwies: 

1, Konzentrierte Schwefelsiure: Chloroformlésung blau —- griin > braunoliv 
-> farblos; Schwefelsdure violettstichig blau—> griin—> graublau. Beim 
bloBen Unterschichten Chloroformlésung rot —-> orange -> gelb -> farblos, 
in der Grenzzone blauer Ring. 

2, 3 Tropfen Essigsiureanhydrid + 10 Tropfen konzentrierte Schwefelsiure : 
Chloroformlésung griin -> hell olivgriin, beim Durchschiitteln farblos; 
Siure blau -> griin, in der Grenzzone brauner Ring, beim Durchschiitteln 
Unterschicht braun. 

3. 1 Tropfen Salpetersiure (sp. G. 1,4): braun -> verblassend, beim Durch- 
schiitteln griin —> gelb. 

4, Salzsiiure (sp. G. 1,19): Chloroformschicht wird beim Schiitteln heller, 
orangerot, Siure unverindert. Eine aitherische Lésung gibt mit 30°/,igem 
HCl keine Farbenreaktion. 

}. Trichloressigsiure in Chloroform: allmihlich bréunlichrot > braun- 
orange > rein orange -> gelborange -> gelb — griinlichgelb. 

6. Monochloressigsdure in Chloroform: Die gleichen Farbenreaktionen wie 
bei Trichloressigsiure, aber langsamer verlaufend. 

7. Arsentrichlorid: tief rotviolett > braun — braunrot —> rotbraun. 

8. Antimontrichlorid in Chloroform: tief blauviolett > verblaBt nach 
schmutzig braun —> schmutzig olivgriin — rein olivgriin — braunoliv 
-> flockt griin aus. Im Gegensatz dazu firbt sich die aitherische Lésung 
sofort tief rotviolett > briunlichrot — rotstichig braun. 

9, Stannichlorid: dunkelblau -> hellgriin > dunkelsmaragdgriin —> gelbgriin, 
sehr rasch. Eine itherische Lésung wird tief rotviolett, am besten nach 
Zusatz von Wasser. 

10. Phosphortrichlorid: orange -> gelb -> farblos, sehr rasch. 

il. Ameisensiiure 100°/,ig: lést Euglenarhodon in der Kite sehr Jangsam 
mit briunlichvioletter Farbe. Nach dem Aufkochen braune Lésung, 
nach 2 Minuten langem Kochen olivgriin. 


~ 


um 1°, zu geringe C-Werte, wie sie Kuhn und Lederer‘) zuerst fiir 
Astacin ermittelten: Gef. C 79,90, 79,94°/); H 7,97, 7,91°/o. 


Molekulargewichtsbestimmungen nach Kast mit der gleichen Substanz 
ergaben im Mittel: 512. 
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Titration des Euglenarhodons: In acetoniger Lésung lieB sich dic 
Substanz unter Verwendung von a-Naphtholphthalein als Indicator titrierey, 
Der zugesetzte Uberschu8 an n/50-NaOQH bewirkte nach Verdiinnen jj; 
wenig Wasser Blaugriinfirbung. Aceton und ausgekochtes Wasser wurde, 
vor Ausfiihrung der Titration mit dem gleichen Indicator und soviel Lange 
versetzt, daB sie schwach griin erschienen. Das durch Riicktitration mi 
n/50-H,SO, ermittelte ,,Aquivalentgewicht der Pseudosiure“ entsprach 
angenihert dem halben Molekulargewicht. Bei einer elektrometrische, 
Titration in alkoholisch-waBriger Lisung wurde dagegen keine Lauge 
verbraucht. 

Oximierung des Euglenarhodons: 50 mg Euglenarhodon wurden iy 
5 cem heiBem Pyridin gelést. Nach Zusatz von 200 mg Hydroxylamin (ay 
dem Chlorhydrat durch die dquivalente Menge Kaliumhydroxyd in Freiheit 
gesetzt und in 8 cem Alkohol gelést), wurde 2 Stunden auf dem Wasserhai 
erhitzt. Das Reaktionsgemisch wurde mit viel destilliertem Wasser verdiinat 
und mit Benzol ausgeschiittelt. Die gefiirbten Stoffe gingen dabei quanti. 
tativ ins Benzol. Die Benzolschicht wurde sehr oft mit destilliertem Wasser 
gewaschen, wobei sich ein nicht aschefreier Riickstand ausschied. Nach 
Filtration wurde die Benzolschicht unter vermindertem Druck bei 50° auf 
ein kleines Volumen eingeengt. Im Eisschrank schied sich ein schwarzer, 
krystalliner Niederschlag aus. Dieser erwies sich auf Grund der N-Bestin- 
mung als ein Oximgemisch. Zwecks weiterer Reinigung wurde es nit 
heiBem Benzol aufgenommen, wobei ein Teil, vorwiegend Tetraoxim, un- 
gelést blieb. Der geléste Anteil wurde an Calciumcarbonat adsorbiert. 
Beim Nachwaschen mit Benzol-Chloroform (2:1) ging ein GroBteil des 
Dioxims ins Filtrat. Der Rest konnte mit absolutem Alkohol eluiert werden. 
Das Lésungsmittel des Filtrates wurde im Vakuum verdampft, der Riick. 
stand in wenig absolutem Alkohol gelést und mit Benzin (70—80° gefiillt. 
Aus Alkohol krystallisierte das Dioxim im Eisschrank in stark metallisch 
glinzenden, fast schwarzen, derben Krystallen. 


2,341, 2,157 mg Subst.: 0,093 (21°, 744 mm), 0,086 (23°, 743 mm) cem N,, 
C,,H,,0,N> Ber. N 4,50 Gef. N 4,52, 4,51. 


Isolierung der Fettsiiuren und des Glycerins: Ein Teil der methy). 
alkoholischen Lésung, aus der sich das Euglenarhodon ausgeschieden hatte, 
und des nach der Verseifung aus der angesiuerten unteren Schicht er 
haltenen Atherauszuges wurde im Vakuum vom Lésungsmittel befreit, mit 
alkoholischer Lauge aufgenommen und mit Salzsiiure angesiiuert. Die aus. 
gefallenen festen Stoffe wurden abfiltriert, iiber Chlorcalcium getrocknet und 
mit Benzin extrahiert. Nach dem Abdestillieren des Benzins verblieb ein 
bei Handwirme schmelzendes, noch orangegefirbtes Fettsiiuregemisch. Die 
Trennung der festen von den fliissigen Siuren wurde iiber die Bleisalze 
vorgenommen. Die fliissigen Siuren von tranigem Geruch zeigten die fir 
Olsiiure charakteristischen Reaktionen, enthielten aber auch Homologe. Da: 
aus den festen Bleisalzen erhaltene Fettsiuregemisch war noch schwach 
gefirbt und wurde iiber die Ammonsalze gereinigt. Schmelzpunkt etwa 45°. 
Nach wiederholtem Umkrystallisieren aus Eisessig wurde ein rein weibes 
Siiuregemisch vom Schmelzp. 57° erhalten, das in alkoholischer Lésung nach 
Neutralisieren mit Ammoniak durch die berechnete Menge Bariumacetat i0 
4 Fraktionen zerlegt wurde. Die letzte Fraktion schmolz nach 2 maligem 
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Umkrystallisieren bei 61° und dnderte den Schmelzpunkt nicht mehr. 
Mischschmelzpunkt mit Palmitinsdure: 61°. 

Zum Zwecke des Glycerinnachweises wurde die stark salzsaure alko- 
holisch-waBrige, zuletzt mit Ather ausgeschiittelte Lésung neutralisiert, 
schwach alkalisch gemacht, nach starkem Einengen mit Kalkmilch versetzt 
und zur Sirupdicke eingedampft. Die Hauptmenge des ausgeschiedenen 
Kaliumehlorides wurde abgetrennt, der Abdampfriickstand nach Griin*’) 
mit entwissertem Natriumsulfat vermischt und das Glycerin mit vdllig 
wasserfreiem Aceton extrahiert. Der nach dem Abdestillieren des Acetons 
yerbleibende Riickstand erwies sich als Glycerin, hatte siiBen Geschmack 
und gab die Acroleinreaktion. Schmelzpunkt des Tribenzoylderivates 76°, 
Mischungsschmelzpunkt ebenfalls 76°. 


Mit Herrn Prof. Boresch danke ich aufrichtig der Deut- 
schen Forschungs-Gemeinschaft Berlin fiir die leihweise 
Uberlassung eines GittermeBspektroskopes nach Léwe-Schumm. 


18) Analyse der Fette und Wachse, Bd. I, Berlin (1925). 


Uber das Vorkommen von Sterinen in Bakterien. 
Von 


R. H. Sifferd und R. J. Anderson. 


(Ausgefihrt mit Unterstiitzung der International Cancer Research Foundation) 


(Aus dem Chemischen Institut der Yale-Universitait New Haven, U.S.A.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Februar 1936.) 


Die Frage, ob Bakterien, die auf einer kiinstlichen Nahr. 
fliissigkeit geziichtet werden, in der Lage sind Sterine aufzubauen, 
kann zur Zeit noch nicht mit voller Sicherheit beantwortet werden. 
Den vor kurzem hier veréffentlichten Untersuchungen von Hecht 
die das Vorkommen von Sterinen in Tuberkelbazillen und anderen 
Bakterien bejahen, stehen sowohl die an uhnlichem Material er- 
haltenen negativen Befunde von V. Behring’) und Chargaff%) 
als auch die von Anderson, Schoenheimer, Crowder und 
Stodola‘) gegeniiber, die mit Tuberkelbazillen des Menschen 
erhalten worden waren. Was die positiven Befunde angeht, so 
ist es von allergréBter Wichtigkeit, mit Sicherheit festzustellen, 
daB die Nihrfliissigkeit weder freie Sterine, noch Hefe- oder 
Schimmelpilze enthalt. Aus diesem Grunde scheint uns ein 
negativer Befund wichtiger als ein positiver zu sein. 

Wir haben kiirzlich in diesem Laboratorium das unverseil- 
bare Material des Fettes von Azotobacter chroococcum unter- 
sucht. Es ist uns nun gelungen, daraus eine geringe Menge 
eines Sterins vom Schmelzp. 156—158° und [a], =—16° a 
isolieren. Alle Eigenschaften des Sterins weisen darauf hin, da 
es keine reine Substanz, sondern ein Steringemisch darstellt. Der 
Ausfall der Salkowski-Reaktion ihnelte mehr der des Ergosterins 
als der eines gewohnlichen Pflanzensterins. Diese Beobachtungen 
stimmen mit denen von Greaves) iiberein, nach denen Azoto- 
bacter chroococcum durch Ultraviolettbestrahlung antirachitisch 
aktiv wird. 

Die Ausbeute an Sterin stellte 0,13°/, des Fettes dar, eine 
Menge, die fiir eine zufillige Verunreinigung zu groB ist. Selbst- 
verstiindlich war jede mégliche VorsichtsmaBregel angewandt und 
nur eine ganz reine Kultur benutzt worden, sowie jede Ver- 
unreinigung wihrend der Wachstumsperiode ausgeschlossen. Wenn 
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wurde dann gekiihlt, mit Wasser verdiinnt und mit Ather extrahiert. 
dem Atherextrakt wurden 0,977 g eines festen, braunen Riickstandes er- 
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wir uns auch bewuBt sind, daB bei Auslegung unserer Versuchs- 
‘ergebnisse eine gewisse Vorsicht anzuwenden ist, so deuten die 
' yorliegenden Befunde doch entschieden darauf hin, da Azotobacter 
‘chroococcum in der Tat in der Lage ist, aus einer sterinfreien 


Nihrfliissigkeit sterindhnliche Substanzen aufzubauen. 


Versuche*). 


Die Bakterien, die in dieser Untersuchung benutzt wurden, waren 


Azotobacter chroococcum, und zwar die Rasse der American Type Culture- 
Sammlung. Die Nihrfliissigkeit hatte die folgende Zusammensetzung: 


Magnesiumsulfat .. 0,2¢ Monokaliumphosphat 0,9 g 
Natriumchlorid . . 0,2 g Glykose, wasserfrei, pulver. 12,0 g 
Diammoniumphosphat 0,8 g Calciumsulfat. . ... . . Spur 
Dinatriumphosphat 3,8 g Destilliertes Wasser. . . . 1000.0 cem 


Die Bakterien wurden unter sterilen Bedingungen in 6 Literflaschen 
geziichtet, von denen jede 4 Liter der sterilen Nihrfliissigkeit enthielt. 
Wihrend 18—21 Tage wurden die Flaschen bei Zimmertemperatur dauernd 
durchliiftet. Dann wurden die Bakterien in einer Sharples-Superzentrifuge 
gesammelt, mit sterilem Wasser gewaschen und bei 40° im Vakuum getrocknet. 

Die getrockneten Bakterien wurden dann in 100 g-Portionen bei Zimmer- 


temperatur 3mal mit 800 ccm einer Alkohol-Athermischung zu gleichen 


Teilen, dann mit Chloroform extrahiert. Die gegenwirtige Untersuchung 
befaBt ‘sich nur mit den Lipoiden, die im Alkohol-Atherextrakt vorhanden 
waren, Nach dem Konzentrieren der Extraktionsfliissigkeit wurden die 
Lipoide auf dem gewoéhniichen Wege in Phosphatide und acetonlésliches 


| Fett getrennt. Von 555g Bakterien wurden so 23,9 g eines schwach gelben, 


festen, acetonléslichen Materials erhalten. 


Verseifung des Fettes. 17,83 g¢ Fett wurden mit 150 ccm einer 


5°/,igen alkoholischen Kalilauge 8 Stunden lang gekocht. Die Lésung 
Aus 


halten. Wihrend dem Fett selber die Liebermann-Burchard-Reaktion fehlte, 
zeigte das unverseifbare Material die Reaktion stark. 

Trennung des Sterins von anderem unverseifbaren Material. 
Da das Sterin durch Krystallisieren nicht aus der Mischung entfernt werden 


| konnte, wurde es mit Digitonin ausgefillt. Zu diesem Zwecke wurden 0,9 g 


des unverseifbaren Materials in 8 cem heiBen Alkohols gelést und mit einem 
UberschuB einer 1°/,igen Digitoninlésung in 80°/,igem Alkohol versetzt. 
Nachdem die Mischung kurz auf dem Wasserbad erhitzt worden war, wurde 
geniigend Wasser hinzugefiigt, um die Konzentration des Alkohols auf 80°, 
herabzusetzen. Ein krystalliner Niederschlag, der sich tiber Nacht abgesetzt 


*) Die Bakterien waren in diesem Laboratorium von Dr. Paul 
J. Daughenbaugh geziichtet und extrahiert worden. Die Lipoidextrakte 
dieses Materials waren uns liebenswiirdigerweise von ihm zur Verfiigung 
gestellt. Eine ausfihrliche Mitteilung tiber die Zusammensetzung dieser 
Lipoidfraktion wird demnichst an anderer Stelle erscheinen. Die vor- 
liegende Arbeit befaBt sich lediglich mit der Sterinfraktion. 
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hatte, wurde abzentrifugiert und sorgfiiltig mit 60°/,igem Alkohol und Athe; 
gewaschen. Ausbeute 0,1140 g trocknes Digitonid. Das Digitonid wurde 
nach Schoenheimer®) mit Pyridin und Ather gespalten, wobei 22 mg 
Sterin erhalten wurden, was 0,13°/, des Fettes entspricht. Nach 2 maligem 
Umkrystallisieren aus Methanol wurde ein farbloses Material von undefinier. 
barer Krystallform erhalten. Die Substanz schmolz bei 156—158° und zeigte 
in Chloroform eine optische Drehung von [a]p =— 16° Sie zeigte cine 
stark positive Liebermann-Burchard-Reaktion und eine recht undeutliche 
Salkowski-Reaktion. Die letztere iihnelte sehr der des Ergosterins, da die 
Firbung in die Schwefelsiure ging. Das Sterin ist in seinen Eigenschaften 
verschieden yon den bekannten reinen Sterinen. Es macht jedoch den Ein. 
druck einer Mischung verschiedener Sterine. 

Diese Ergebnisse lassen keinen Zweifel dariiber, daB das acetonlésliche 
Fett von Azotobacter Sterin enthielt. Die Frage des Ursprungs des Sterins 
148t sich jedoch noch nicht mit absoluter Sicherheit beantworten. Die Aus. 
beute an Sterin ist zu groB, als daB sie einer zufilligen Verunreinigung, 
die wihrend des Wachstums oder der Verarbeitung der Bakterien ein- 
getreten sein kénnte, zuzuschreiben ist. 

Die einzige organische Substanz, die in der Nihrfliissigkeit enthalten 
war, war Glykose. Diese war ein gereinigtes Handelsprodukt der Firma 
Baker-Adamson und trug die offizielle Bezeichnung Nr. 1682 Dextrose 
anhydrous powder, reagent. Da die Méglichkeit nicht ausgeschlossen war 
da8 dieses Priparat eine gewisse Menge Sterin enthielt, so wurde es daraufhin, 
untersucht. Zu diesem Zwecke wurden 450 g Glykose mit 500 cem Ather 
4 Tage lang extrahiert, filtriert und mit 500 cem Ather gewaschen. Nach 
dem Verdampfen des Athers hinterblieben 5 mg eines itherléslichen, wasser- 
unléslichen, fettiéhnlichen Materials. Diese Substanz gab eine negative 
Liebermann-Burchard-Reaktion und gab in alkoholischer Lésung keinen 
Niederschlag mit Digitonin. Die Glykose war also sterinfrei. 


Zusammenfassung. 


Der unverseifbare Anteil des acetonléslichen Fettes von 
Azotobacter chroococcum gab beim Behandeln mit Digitonin ein 
unlésliches Digitonid, bei dessen Spaltung ein Sterin erhalten wurde. 

Dieses Sterin war in seinen Kigenschaften von allen bekannten 
reinen Sterinen verschieden und war aller _Wahrscheinlichkeit 
nach eine Mischung. Im Ausfall der Salkowski-Reaktion war das 
Sterin dem Ergosterin ahnlicher als den gewohnlichen Pflanzen- 
oder Tiersterinen. 

Literatur, 
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Fig. 1. 
{denosint ri phosphorsaure 
(im polarisierten Licht, zwischen gekreuzten Nikols 


2 Acridin 





Fig. 2. 
Adenosin d i phosphorsaure 
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Zu ,,Th. Wagner-Jauregg, 


Die Acridinsalze der Adenosinpolyphosphorsiuren”. 


Verlag von Walter de Gruyter & Co., Berlin. 


ppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie, Band CCXXNIX, Tafel IL. 


(Seite 188.) 
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Fig. 2. Fig. 3. 


Euglenarhodon aus Pyridin—Wasser, Kuglenarhodon aus Aceton-—Wasser, 


zwischen gekreuzten Nikols, 225 x zwischen gekreuzten Nikols. 225 x 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band COXXXIX, Tafel II. 
Josef Tischer, Uber das Euglenarhodon und andere Carotinoide 
er roten Euglene. (Carotinoide der Siibwasseralgen, I. Teil)‘. (Seite 257. 





